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1.1- INTRODUCCIÓN: 
 
El melanoma es un cáncer de estirpe melanocítica agresivo y, a menudo, fatal.
1
 La descripción 
original del melanoma como entidad se atribuye a René Laennec, (“The Melanoses”,  1812) quien 
diferenciaba dos variedades, una consistente y otra blanda.
2
 Los melanocitos son células derivadas 
de la cresta neural, productoras de pigmento, que migran, entre otras localizaciones, al estrato basal 
de la epidermis durante el desarrollo embrionario
3
 y que pueden adoptar diferentes morfologías
4
. 
Además de localizarse en la piel, los melanocitos también se encuentran presentes en 
leptomeninges, membranas mucosas y en el tracto uveal, pudiendo ocasionalmente originar 
melanomas en estas localizaciones.
5 
Durante el desarrollo embrionario los precursores de los melanocitos son los melanoblastos no 
pigmentados, derivados de la cresta neural. Una vez localizados en el folículo piloso, los 
melanoblastos pueden diferenciarse en melanocitos maduros o, por el contrario, pueden permanecer 
como células madre melanocíticas, responsables del mantenimiento del sistema melanocítico. En 
este sentido, se ha especulado que una subpoblación de células madre cancerosas sería la 
responsable de la quimiorresistencia del melanoma y de la alta recurrencia, agresividad y progresión 
de esta enfermedad.
6,7 
 A diferencia de los melanomas situados en zonas de exposición solar, mucho más frecuentes en 
caucásicos, los melanomas originados en otras localizaciones, como palmas de las manos, plantas 
de los pies y región ungueal (melanoma lentiginoso acro), y los melanomas originados de las 
membranas mucosas de orofaringe, nasofaringe, recto o anogenital (melanoma de las mucosas) 
presentan una incidencia similar en asiáticos, africanos y caucásicos.
5,8 
 
1.1.1-Incidencia y mortalidad: 
El melanoma se ha convertido en un importante problema de salud pública en muchos países 
desarrollados.
9 
Incidencia mundial por melanoma 2002
10 
80% en Norteamérica, Australia, Nueva Zelanda y Europa 
Mortalidad mundial por melanoma 2002
10 
Aprox. 79.000 hombres 
Aprox. 81.000 mujeres 
Aprox. 22.000 hombres 
Aprox. 19.000 mujeres 
 
A nivel mundial el melanoma fue, en el año 2002, el 16º y 15º cáncer más frecuentemente 
diagnosticado en hombres y mujeres, respectivamente, y con una mayor incidencia en Australia, 
Nueva Zelanda, Norteamérica y Europa.
10
 En los Estados Unidos de América, entre los años 2003 y 
2007,  el melanoma fue el 5º cáncer más frecuente en hombres y el 7º en mujeres.
11 
16 
 
La incidencia del melanoma ha aumentado exponencialmente en los Estados Unidos desde 1930. 
De 1935 a 1939, la tasa de incidencia de melanoma era de 1,0 por 100.000 habitantes.
12
 En 1973, la 
tasa de incidencia de melanoma en los Estados Unidos era de 6,8 por 100.000 habitantes y entre 
2003 y 2007 esta tasa se elevó hasta 20,1 por 100000 habitantes.
13 
La importancia del melanoma radica en su potencial letal y la frecuencia con la que es 
diagnosticado en pacientes jóvenes. Se ha calculado que, en Estados Unidos, una persona que 
fallece por melanoma, lo hace de media unos 17 años antes de cumplir los 65, en Dinamarca 14-15 
años antes, y en Bélgica 6-8 años.
14,15,16 
En Estados Unidos, en el periodo comprendido entre 2003 y 2007, la mortalidad por melanoma, 
clasificada por grupos de edades, mostró los siguientes resultados:
17 
Grupos de edades Porcentaje 
Menores de 20 años 0,1 
Entre 20-34 años 2,7 
Entre 35-44 años 6,3 
Entre 45-54 años 14,3 
Entre 55-64 años 19,6 
Entre 65-74 años 20,9 
Entre 75-84 años 24,1 
Mayores 84 años 11,9 
 
En España, en el año 2000, se detectaron 3.068 nuevos casos de melanoma y 698 muertes por 
melanoma.
18
 La incidencia en España en el año 2002 fue de 1.458 hombres y 1.747 mujeres.
18
 La 
supervivencia del melanoma en España a los 5 años, según datos del año 2003, para el periodo del 
estudio de 1990-1994, fue de 74% en hombres y 90% en mujeres.
18 
En la Comunitat Valenciana, la incidencia estimada para grupos tumorales y sexo en 2003 fue para 
melanoma de un 3,4% para hombres y un 2,5% para mujeres.
19 
 
Desde mediados de los años 60, la incidencia de melanoma ha aumentado entre el 3% y el 8% 
anualmente en muchos países europeos, con un importante incremento en ancianos.
20
  Aunque este 
aumento puede ser atribuido en parte al mayor conocimiento de la enfermedad y al screening, existe 
evidencia de que el melanoma se está convirtiendo realmente en una enfermedad más frecuente. 
Los estudios epidemiológicos han mostrado asociación con una historia previa de quemaduras 
solares, principalmente en la infancia, y con exposición a luz ultravioleta de todos los tipos, 
incluidas las camas de bronceado. El riesgo de desarrollar melanoma cutáneo aumenta en sujetos 
con nevos melanocíticos y en aquellos con pecas y pelirrojos, rasgos asociados con polimorfismo en 
17 
 
el receptor I de la melanocortina.
5,21 
 
El melanoma cutáneo tenía peor pronóstico en los años 50 y 60, pero desde mediados de los años 
70, aunque las tasas de incidencia continúan creciendo, las tasas de mortalidad en diferentes grupos 
de poblaciones de alto riesgo se han vuelto estables.  Así, a pesar de este aumento, la supervivencia 
ha mejorado sustancialmente, principalmente en países con elevadas tasas de incidencia. Alrededor 
del 60% de los casos diagnosticados en los años 60 fallecían a causa de esta enfermedad. 
Actualmente, los datos más recientes de mortalidad están alrededor del 11%. Esto es debido 
principalmente a la detección precoz de los melanomas y al aumento en el conocimiento de la 
enfermedad. Y, probablemente, gran parte del éxito se deba a las campañas de prevención primaria 
y secundaria.
14,15,16 
 
1.1.2- Diferencias geográficas: 
Tanto los niveles de incidencia como de mortalidad varían considerablemente alrededor del mundo. 
Las tasas son altas donde predominan poblaciones caucásicas y poseen una baja incidencia en 
países donde los habitantes son principalmente de origen africano o asiático.
14,15,16 
El factor de riesgo medioambiental más importante en caucásicos es la exposición a la radiación 
ultravioleta, haciendo que la incidencia en poblaciones blancas normalmente aumente en países 
próximos al Ecuador. 
Desde los años 70 se han elaborado diversos informes que alertan sobre el problema del melanoma, 
inicialmente en términos de mortalidad y posteriormente de incidencia. Dichos informes han 
mostrado que las tasas de incidencia se duplican cada 1 ó 2 décadas (siendo el incremento anual 
entre 3% y 7%). Aumentan marcadamente en zonas del cuerpo con exposición solar intermitente 
(tronco, piernas, etc), siendo moderados los aumentos en cuello y cara. En pacientes varones, el 
mayor aumento se observó en tronco, siendo en mujeres las piernas y brazos los lugares más 
frecuentes.
16,22,23 
 
1.1.3- Etiología: 
La exposición intermitente a radiación UV es el mayor factor de riesgo medioambiental para 
desarrollar melanoma, especialmente en combinación con factores endógenos (fototipos I y II, 
estatus inmunodeficiente y predisposición genética). La exposición intensa e intermitente a 
radiaciones ultravioleta en pacientes de raza blanca, especialmente durante la infancia, se ha 
postulado como el factor principal de riesgo para desarrollar melanoma, aunque también interviene 
en el desarrollo de la enfermedad la exposición en adultos. Múltiples episodios de quemaduras 
solares y una elevada exposición a lo largo de toda la vida también son factores predisponentes. 
25,26 
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La radiación ultravioleta B parece más asociada al desarrollo de melanoma que la radiación 
ultravioleta A,
27
 pero no hay que olvidar que múltiples estudios han demostrado que las cabinas de 
bronceado constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de melanomas.
28,29 
 
En cuanto a las evidencias de causalidad con la exposición a la luz solar, es un hecho aceptado que 
los episodios de quemaduras solares intensas en edades tempranas de la vida se correlacionan con 
un mayor riesgo de melanoma. Incluso en aquellos individuos predispuestos a tener melanoma por 
tener mutaciones en el gen CDKN2A, la incidencia es marcadamente mayor en individuos que 
viven en latitudes más bajas. Este hecho indica la existencia de interacciones estrechas entre 
susceptibilidad genética y factores medioambientales (radiación ultravioleta) en la génesis del 
melanoma.
30 
El melanoma se desarrolla como consecuencia de una acumulación de anomalías genéticas. Estas 
anomalías promueven la proliferación celular y previenen la vía normal de la apoptosis como 
respuesta al daño del DNA. Los melanocitos alterados acumulan daños en el DNA, resultando una 
selección de genes mutados que permiten el crecimiento de vasos sanguíneos, evasión de la 
respuesta inmune, invasión tumoral y metástasis. La activación constitutiva de mutaciones en 
NRAS se produce en el 21% de pacientes con melanoma. Mutaciones de BRAF se producen en el 
60-80% de los melanomas.
31,32,33 
 
Factores de riesgo de melanoma maligno cutáneo:
34 
Factor Riesgo relativo 
Exposición solar 
Nevos múltiples/displásicos 
Efélides 
Fototipo 1 
Ojos azules 
Pelo rojo 
Antecedentes personales melanoma en el paciente 
Antecedentes familiares primer grado 
Fuerte historia familiar de melanoma 
2-3 
2-12 
2-3 
1,4 
1,6 
2,4-4 
8,5 
2-3 
35-70 
 
 
1.1.4- Clasificación clínico-patológica: 
Las características clínico-patológicas del melanoma varían en buena medida según la localización 
anatómica en la que se originan. Ello ha sido motivo de la diferenciación en los distintos subtipos 
clínico-patológicos de melanoma.
21
 Las localizaciones afectadas con mayor frecuencia en ambos 
sexos (con mayor unidad de área de superficie) son la cara y el cuello.
35,36 
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Los datos de los análisis genéticos han confirmado la existencia de diferentes subtipos con 
alteraciones genéticas características dependiendo del lugar anatómico y el grado de exposición 
solar.
5 
- Principales subtipos: 
 Melanoma invasor sobre léntigo maligno (léntigo maligno melanoma): Es más común en 
cabeza y cuello en pacientes ancianos. Poseen en general un pronóstico relativamente bueno.  
 Melanoma de extensión superficial: Este tipo de melanoma crece radialmente 
(horizontalmente) antes de comenzar la fase de crecimiento vertical. Es el tipo más frecuente de 
melanoma en caucásicos y se asocia a un relativo buen pronóstico, siendo observado con frecuencia 
en pacientes jóvenes y en zonas del cuerpo expuestas intermitentemente al sol. 
 Melanoma nodular: Suele presentarse como un nódulo de rápido crecimiento (fase vertical 
pura), con sangrado y ulceración frecuentes. Este es el tipo más agresivo de melanoma. 
Frecuentemente (pero no exclusivamente) aparece en áreas con exposición intermitentemente al sol.  
 Melanoma lentiginoso acro: Estas lesiones son generalmente pigmentadas, creciendo en la 
palma de la mano, la planta de los pies o bajo las uñas. Son de presentación tardía y representan el 
tipo más frecuente de melanoma en individuos con pigmentación cutánea prominente. 
 Otros tipos: melanoma de las mucosas, melanoma desmoplásico, melanoma lentiginoso (no 
acro ni asociado a léntigo solar), melanoma verrucoso (puede presentar un aspecto similar al 
observado en verrugas vulgares o queratosis seborreicas). 
 
Características clínicas de los diferentes tipos de melanomas:
37 
Melanoma Edad media Sexo 
predominante 
Tiempo de 
progresión 
Localización 
más común 
Características más 
frecuentes 
Extensión 
superficial 
40-50 Mujeres: piernas 
Hombres: tronco, 
cabeza y cuello 
1-5 años Cualquier 
localización 
Plano o ligeramente 
elevado. Bordes 
irregulares.  Áreas 
hipopigmentadas 
Nodular 40-50 Hombres 1 mes-2 
años 
Cabeza y cuello Azul-negruzco, con 
evolución a úlcera o 
costra 
Léntigo 
maligno 
melanoma 
70 Mujer 5-15 años Áreas expuestas 
al sol 
Marrón-negro. Plano. 
Frecuentes áreas de 
hipopigmentación 
Lentiginoso 
acro 
60 Principalmente en 
mujeres 
2 meses-
10 años 
Palmas y plantas Mácula marrón-negra. 
Borde geográfico 
 
1.1.5- Clasificación clínico-patológico-genética: 
En los últimos años, se ha propuesto otro nuevo tipo de clasificación basada en la correlación 
20 
 
morfológico-genética.
8,39,40,41,42
 Dado que la expresión proteica alterada en los melanomas modifica 
presumiblemente su patrón histológico, se han encontrado correlaciones entre las alteraciones 
genéticas y los parámetros clínico-patológicos, que permiten predecir en un 90% de los casos la 
presencia de mutaciones de BRAF. Así, es más probable esta mutación cuando el melanoma tiene 
más cantidad de melanocitos atípicos en los estratos altos epidérmicos, siendo estas células más 
grandes, redondeadas y pigmentadas, y condicionando un mayor engrosamiento de la epidermis y 
una mejor delimitación respecto a la epidermis adyacente.
39,43 
Se consideran 4 grandes grupos de melanomas: 
 Melanomas asociados a daño solar crónico: Aparecen después de la 5ª década de vida y se 
incrementan con la edad. Suelen afectar a cabeza, cuello y porciones más distales y dorsales de las 
extremidades. Presentan importante elastosis solar. No suelen asociarse a pacientes con muchos 
nevos melanocíticos ni a nevos displásicos, pero sí a queratosis actínica, léntigo solar y otros 
cánceres cutáneos no melanoma, relacionados todos ellos con la exposición solar crónica. 
Histológicamente muestran una fase radial lentiginosa con mala delimitación periférica. Poseen una 
prevalencia más baja de mutaciones BRAF que los melanomas no asociados a daño solar crónico, y 
presentan mutaciones de KIT o NRAS en el 30-40% de los casos.
43,44 
  Melanomas no acros sin daño solar crónico: Representan el subtipo más frecuente de 
melanoma. La incidencia mayor es hacia los 50 años y después disminuye con la edad. Afecta 
típicamente a tronco y a porción proximal de extremidades, preferentemente en individuos con 
múltiples nevos melanocíticos. Suelen ser bastante pigmentadas y en el estudio microscópico están 
constituidas por células más grandes y pigmentadas, y que en su componente radial ascienden a 
estratos altos de la epidermis. El 70% presenta mutaciones de BRAF. Este grupo incluye la mayoría 
de melanomas de extensión superficial, pero también una parte de melanomas nodulares, 
localizados en áreas de exposición solar intermitente.
8,47 
 Melanomas acros: Son aquellos situados en palmas, plantas o lecho ungueal. Un 20% de 
ellos presenta mutación de KIT siendo poco prevalentes las mutaciones de BRAF. En el 40% de los 
casos se detecta amplificación de ciclina D1. Comparten muchas características con los melanomas 
de las mucosas.
48 
 Melanomas de las mucosas: Pueden aparecer en orofaringe, senos paranasales, conjuntiva 
tarsal y área anogenital. Presentan con menos frecuencia que los melanomas acros amplificación de 
ciclina D1 y, por el contrario, muestran con frecuencia amplificación de CDK4.
46,49,50 
Esta correlación de parámetros clínico-patológicos posee claras implicaciones de tipo preventivo, 
diagnóstico, pronóstico y terapéutico. 
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1.1.6- Otros hallazgos clínicos: 
- Distribución de edad: 
 El melanoma cutáneo afecta predominantemente a pacientes adultos y ancianos, con un pico 
de incidencia alrededor de la sexta década de la vida. No obstante, también se detecta en adultos 
jóvenes, adolescentes e incluso niños. 
 El melanoma puede aparecer de novo, sin una lesión precursora, o puede desarrollarse a 
partir de un nevus melanocítico.  Se ha estimado que alrededor del 20-30% de los melanomas se 
originan de un nevus melanocítico preexistente.  
- Factores pronóstico: 
 Edad del paciente: Empeora el pronóstico en los pacientes con edades superiores a 65 años. 
Los pacientes ancianos muestran con mayor frecuencia melanomas más gruesos y ulcerados. 
 Sexo: Muchos estudios han mostrado que los melanomas en mujeres poseen mejor 
pronóstico, incluso con metástasis ganglionares. Las mujeres suelen tener lesiones más delgadas y 
con menos frecuencia ulceradas que los hombres. 
 Localización tumoral: Las lesiones de las extremidades tienen mejor pronóstico que las 
lesiones de cabeza, cuello y tronco. 
 Invasión de ganglios linfáticos: La presencia de afectación de ganglios linfáticos se asocia 
con peor pronóstico en pacientes con melanoma cutáneo. 
 Grosor tumoral (Breslow): El grosor tumoral y la ulceración suponen los factores 
pronósticos independientes más importantes. Un aumento en el grosor se asocia a una menor 
supervivencia. 
Ulceración: La presencia de ulceración se asocia a peor pronóstico. 
 Nivel de Clark: Para tumores con un espesor menor de 1 mm, el nivel de Clark es menos 
predictivo que la ulceración, edad del paciente o localización anatómica. 
 Vascularización del tumor: El aumento de la vascularización tumoral se correlaciona con un 
peor pronóstico, estando asociado con el desarrollo de crecimiento vertical en melanomas delgados. 
Se han establecido 4 patrones de vascularización: ausente, escaso, moderado y prominente. El 
aumento de la vascularización es más frecuente en melanomas gruesos y en lesiones ulceradas. 
 Invasión linfovascular: Su presencia se asocia a peor pronóstico. 
 Lesiones satélites (incluyendo microsatélites): Su presencia se asocia a peor pronóstico. 
 Índice mitótico: La presencia de mitosis en células tumorales dérmicas se asocia a un peor 
pronóstico. 
 
Regresión: No existe un acuerdo unánime respecto al valor pronóstico de la regresión, pero 
existen estudios que muestran que se trata de un factor o fenómeno adverso para el pronóstico en 
melanomas delgados. Este sigue siendo un tema controvertido en la actualidad. 
22 
 
 Linfocitos intratumorales (TIL): se asocian a un mejor pronóstico si están presentes en gran 
cantidad. En principio, los TIL representan la respuesta del sistema inmune frente a  las células del 
melanoma. Esta respuesta se mide normalmente por la intensidad del infiltrado linfocitario presente 
en la base del tumor en la fase de crecimiento vertical, y que se clasifica como abundante, no 
abundante o ausente. 
 Alteraciones genéticas: En el 20-57% de los pacientes con melanoma familiar han sido 
detectadas mutaciones en la línea germinal de los genes CDKN2A, CDK4 o ARF, siendo el primero 
de ellos el más frecuente.
46,51
 Aunque no es lo más habitual, los nevos melanocíticos comunes y 
displásicos pueden ser precursores de melanomas en algunos pacientes. Sin embargo, lo cierto es 
que el modelo tradicional propuesto por Clark de progresión del melanoma en fases sucesivas desde 
melanocitos normales, pasando por los nevos melanocíticos y los displásicos, hasta llegar al 
melanoma invasor y al metastásico, ha demostrado no ser una constante y actualmente se considera 
que no es la evolución más habitual. Las alternativas a este modelo son, en estos momentos, el 
origen a partir de células madre del melanoma, también llamadas células iniciadoras de tumor, o 
bien a partir de melanocitos desdiferenciados, en un proceso complejo en el que están implicados 
tanto factores de disposición genética como ambientales.
46,52 
 Mutaciones de BRAF: Son las mutaciones halladas con más frecuencia en el melanoma 
maligno humano (60-80%).
53
 Esta mutación causa un aumento en la activación de las kinasas y en 
la señal a través de la ruta de las MAP kinasas (MAPK), provocando la activación del factor de 
transcripción Brp-3. Las mutaciones de BRAF se asocian a una progresión más lenta de la 
enfermedad, aunque no estadísticamente significativa. Las mutaciones de BRAF se detectan 
preferentemente en melanomas de extensión superficial, localizados en zonas de exposición solar 
intermitente, más pigmentados y en pacientes más jóvenes que aquellos sin mutación de BRAF. 
Estas mutaciones se encuentran también en los nevos melanocíticos adquiridos.
43,54,55,56 
 Mutaciones de KIT: Se detectan mutaciones en el gen KIT en melanomas localizados en 
zonas desprovistas de pelo, en relación con las uñas, en mucosas y en zonas de daño solar crónico. 
En los melanomas con KIT mutado no suele haber mutación de BRAF. Todos ellos suelen tener un 
patrón lentiginoso. Su incidencia aumenta con la edad, no suelen asociarse a los nevos 
melanocíticos y tienen un periodo más prolongado de crecimiento intraepidérmico.
43,57,58
  Se asocia 
con una mala delimitación de los márgenes laterales, al contrario que los melanomas con mutación 
de BRAF, que suelen estar bien delimitados.
54 
 Mutaciones de NRAS: Se detectan mutaciones de NRAS en el 15% de melanomas.
43,59,60
 
Este fue el primer oncogén que se identificó en el melanoma.
61 
Es posible que las diferencias de susceptibilidad del melanoma puedan estar indirectamente 
asociadas a las diferentes células regionales normales acompañantes, tales como queratinocitos o 
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fibroblastos, que mantienen a los melanocitos en un estado quiescente.
62 
 Metástasis a distancia: su presencia empeora notablemente el pronóstico. Existen 3 grupos 
de metástasis a distancia, basados en los órganos involucrados: subcutáneas o ganglios regionales, 
afectación pulmonar, y afectación de otros órganos. El pronóstico empeora en el mismo orden.
 Lactato deshidrogenasa: Poseen mejor pronóstico si los niveles son normales. Los niveles 
séricos de LDH son uno de los factores pronósticos que se correlacionan directamente con la 
disminución de supervivencia.
63 
 
En un esfuerzo por predecir una mejor supervivencia en los pacientes con melanoma en estadios I y 
II, se han establecido numerosos factores clínico-patológicos independientes. La AJCC solamente 
incorpora como factores pronósticos: espesor tumoral, ulceración, mitosis, nódulos satélites y 
metástasis en tránsito, y el estado de los ganglios linfáticos.
64 
 
Diversos análisis multivariantes han demostrado que la medida del grosor tumoral (Breslow), 
medido desde lo más alto de la capa granulosa hasta la célula de melanoma más profunda, es el 
factor predictivo más importante, así como la presencia o ausencia macroscópica y/o microscópica 
de ulceración.
65,66,67,68,69
 El grosor del melanoma ha sido considerado durante mucho tiempo el 
factor pronóstico más importante, considerándose espesores menores de 0,75 y 1 mm de buen 
pronóstico. No obstante, muchas lesiones mayores de 1 mm no metastatizan y el 25% de las 
lesiones mayores de 3 mm no recurren. Y, por otro lado, se observa un comportamiento inesperado 
en 3-5% de los melanomas menores de 1 mm, que se comportan de forma agresiva, desarrollando 
metástasis. 
Se ha introducido el concepto de crecimiento en fases, empleándose los términos fase vertical y fase 
radial (horizontal). La fase de crecimiento vertical no está asociada obligatoriamente con el 
desarrollo de metástasis pero permite y facilita normalmente esta evolución. La fase de crecimiento 
vertical se produce principalmente en tumores gruesos, aunque se ha llegado a observar en tumores 
con un grosor de 0,27 mm.
70,71
 La existencia de casos de melanoma con metástasis y sin evidencia 
de crecimiento en fase vertical, cuestiona el concepto de las fases de crecimiento. La presencia de 
regresión puede ser responsable de estas discrepancias.  
 
1.1.7- Melanoma y respuesta inmune: 
La presencia de inflamación y regresión en melanomas primarios es un factor pronóstico relevante y 
ha sido considerado como un indicador importante de la respuesta inmune antitumoral en pacientes 
con melanoma.
64
 Aunque la evaluación de los TIL parece estar enormemente influida por la 
variabilidad inter-observador, algunos autores han sugerido la densidad y el patrón de distribución 
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de TIL presentes en la fase de crecimiento vertical del melanoma cutáneo como parámetros 
histológicos  pronósticos.
64 
 
El melanoma es un cáncer en el cual el sistema inmune juega un papel importante en el control del 
crecimiento de las células malignas.
72
 De hecho, actualmente se están empleando con eficacia 
fármacos potenciadores de la respuesta inmune. Los melanomas poseen antígenos que pueden ser 
reconocidos por los linfocitos T autólogos. Algunos de ellos son específicos del tumor y, sin 
embargo, otros se encuentran presentes en los tejidos normales.  
 
El melanoma humano ha sido considerado un paradigma de inmunogenicidad entre los tumores 
humanos, así como por sus poderosos mecanismos de escape. De hecho, en una parte de los 
pacientes se observa un elevado número de células T dirigidas contra diferentes antígenos asociados 
a tumor, tanto en el sitio del tumor como en sangre periférica, apoyando la noción de 
inmunogenicidad tumoral. Por otro lado, la mayoría de mecanismos clásicos o nuevos de escape a 
la supervisión inmune han demostrado actuar sobre el mismo punto durante la progresión del 
melanoma. La evidencia de desarrollo de inmunidad a antígenos tumorales puede observarse 
incluso en pacientes con una evolución clínica muy agresiva.
73 
 
El melanoma es bien conocido por su pobre respuesta al uso de tratamientos como radiación o 
quimioterapia. Ello hace especialmente importante el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. 
La inmunoterapia parece ser especialmente prometedora, debido a la bien conocida 
inmunogenicidad del melanoma. Se han intentado tratamientos con inmunoterapia específica 
(vacunas). Dichas vacunas fueron diseñadas para aumentar el reconocimiento de antígenos por parte 
del linfocito o para aumentar la respuesta inmune a través de la activación de éstos. Los estudios 
preclínicos de vacunación en melanoma fueron esperanzadores
74
 pero los resultados clínicos no 
mejoraron las posibilidades de supervivencia. Se emplearon vacunas con células completas, 
antígenos peptídicos (Melan-A/MART-1, tirosinasa, gp100 y MAGE-1) y células dendríticas.
75,76
 
Dichas vacunas no consiguieron mejorar los resultados obtenidos con quimioterapia, observándose 
incluso, en algunas vacunas de células completas, un empeoramiento de las posibilidades de 
supervivencia.
77 
Asimismo, se han llevado a cabo diferentes estrategias con inmunoterapia inespecífica. Esta 
consiste en la potenciación del sistema inmune aumentando el número o función de sus 
componentes sin que se produzca una respuesta a un determinado antígeno.
78
 Es la modalidad 
terapéutica que ha tenido un mayor desarrollo en el tratamiento del melanoma, siendo, en muchos 
casos, considerada el estándar de tratamiento en estos pacientes. En la actualidad hay dos grupos de 
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fármacos inmunoterápicos inespecíficos, las citocinas, que actúan aumentando el número y función 
de los linfocitos, y las proteínas de control inmune, que actúan a nivel de los mecanismos de control 
de la respuesta inmune liberándola y aumentándola.
78 
Las citocinas fueron los primeros fármacos en ensayarse a gran escala en la inmunoterapia de los 
pacientes con melanoma, siendo el interferón la primera que demostró alguna actividad en estos 
pacientes.
79
 La segunda citocina en demostrar actividad antitumoral fue la interleucina 2 (IL2), 
siendo eficaz en la enfermedad diseminada. Dicha citocina demostró un incremento de la 
supervivencia y fue autorizada para su uso por la FDA, aunque no ha tenido mucha aceptación en 
Europa por la importante toxicidad asociada a la administración intravenosa requerida.
80,81,82 
Actualmente se están obteniendo resultados prometedores con las proteínas de control inmune, 
donde destacan los anticuerpos anti CTLA-4 y, en concreto, Ipilimumab.
78
 Ipilimumab es un 
anticuerpo monoclonal humano IgG1, producido en células de ovario de hámster chino mediante 
tecnología de ADN recombinante, que actúa bloqueando al antígeno 4 asociado al linfocito 
citotóxico (CTLA-4).
83,84,85
  Ipilimumab actúa indirectamente sobre el tumor al estimular al sistema 
inmunológico del paciente para reconocer y destruir a las células cancerosas. Bloquea al CTLA-4, 
que desempeña un papel importante en la supresión de la respuesta inmunológica normal frente al 
cáncer.
86,87,88,89,90
 Ipilimumab impide esa supresión y, por lo tanto, permite al sistema inmunológico 
responder a organismos extraños como son las células tumorales, modulando el comportamiento de 
las células relacionadas con la inmunidad del organismo y bloqueando los mecanismos de 
tolerancia al cáncer. Su combinación con dacarbacina se asocia a mejor supervivencia en pacientes 
con melanoma metastásico previamente no tratado que dacarbacina más placebo.
91,92
 No obstante, 
la insuficiente efectividad antitumoral puede ser debida a diferentes mecanismos relacionados con 
los cambios estructurales y funcionales producidos tanto en el tumor como en las células estromales 
acompañantes. Estos mecanismos incluyen la ausencia de moléculas coestimuladoras, reguladoras a 
la baja, en antígenos de melanoma o moléculas del CMH, así como la regulación al alza de 
proteínas proapoptóticas en células de melanoma.
93
  
También se están empleando fármacos relacionados con las alteraciones moleculares del melanoma. 
Aproximadamente 40-60% de los melanomas cutáneos presentan mutaciones en BRAF, lo que 
conduce a una activación de las MAPK.
8,53
 Vemurafenib es un potente inhibidor de BRAF mutado y 
se asocia con una reducción relativa del 63% de riesgo de muerte y un 74% en el riesgo de 
progresión en pacientes no previamente tratados, en estadio irresecable IIIc o en estadio IV de 
melanomas con la mutación V600E de BRAF, cuando se compara con dacarbacina.
96
  
1.2- LINFOCITOS INTRATUMORALES (TIL): 
 
Hace más de un siglo que se observó por primera vez que las neoplasias malignas poseían un 
número variable de linfocitos, los cuales fueron posteriormente denominados TIL. Inicialmente se 
creyó que estos TIL reflejaban el origen del cáncer en la inflamación crónica y, posteriormente, se 
debatió si los TIL proporcionaban un medio favorable para el crecimiento del cáncer o 
representaban la evidencia de que el huésped trataba de eliminar el cáncer al haber sido las células 
tumorales reconocidas por el sistema inmune. En 1949 se identificó por primera vez una relación 
entre infiltrado de células inmunes y pronóstico en casos de carcinoma mamario.
97,98,99 
Las células tumorales pueden provocar reconocimiento por los sistemas de respuesta inmune innata 
y adaptativa. La respuesta innata, que engloba granulocitos, macrófagos, células NK y células 
dendríticas, es la que provoca el inicio de la reacción inmune y las líneas germinales que codifican 
los patrones de reconocimiento de moléculas inducidas por el estrés en células tumorales.
100
 La 
respuesta adaptativa, que engloba linfocitos T CD4 y CD8 y células B productoras de anticuerpo, es 
más lenta, pero manifiesta memoria a largo plazo, reflejando la selección y expresión de linfocitos 
específicos asociados a antígenos tumorales.
100 
Existen evidencias sustanciales que indican la participación del sistema inmune en la patogénesis 
del cáncer y su contribución a la progresión o inhibición del crecimiento tumoral. Estos patrones 
duales reflejan la relación compleja de los elementos innatos y adaptativos inmunes con el tumor y 
los elementos estromales no transformados en el microambiente tumoral.
100 
Existen numerosas publicaciones acerca de la presencia de infiltrados de células del sistema inmune 
en neoplasias, incluyendo el cáncer colorrectal, observándose la presencia de células T específicas 
para las células cancerosas colorrectales en los TIL y en sangre periférica, lo que implica que 
potencialmente algunas de estas células T puedan ser capaces de eliminar a las células del cáncer 
colorrectal.
101 
El papel de los TIL en la evolución o destrucción de los tumores en mamíferos ha sido demostrado 
experimentalmente, pero su importancia en tumores humanos ha sido considerada solamente en 
ciertos tipos de tumores y rechazado en otros.
102,103,104,105,106,107,108,109,110,111
 Se ha observado 
asociación entre infiltrados de linfocitos y supervivencia prolongada en carcinomas de ovario, 
colon, riñón y pulmonares tipo no microcítico, así como también en linfomas 
foliculares.
108,111,113,114,117,118
 Sin embargo, no se ha encontrado relación en otros tipos de cáncer, 
como el carcinoma esofágico.
119 
Existe evidencia de que el melanoma puede evocar respuesta inmune en algunos pacientes. Martin 
Mihm y Wallace Clark fueron los primeros en mostrar que el melanoma primario en fase de 
crecimiento radial típicamente provoca una reacción de linfocitos dérmicos significativa que puede 
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efectuar una destrucción parcial de tumor.
120
 Estos autores establecieron que densos infiltrados 
intratumorales, que no peritumorales, en melanomas primarios en fase vertical están estrechamente 
relacionados con un aumento en la supervivencia y reducción de enfermedad metastásica.
121,122 
Si, en 1969, Clark et al. destacaron por primera vez el infiltrado linfocitario en melanoma primario 
cutáneo, Day et al. y Tuthill et al. encontraron posteriormente un significado pronóstico a este 
hallazgo. Así, pacientes con un infiltrado linfocitario moderado-abundante mostraban un mejor 
pronóstico y una supervivencia 3-5 veces mayor que pacientes con un infiltrado linfocitario escaso-
ausente.
120,124,125
 Elder et al. diferenciaron el infiltrado linfocitario en tres grupos: abundante, no 
abundante y ausente. Estos estudios demostraron que los TIL solamente tenían significado 
pronóstico en los melanomas en fase de crecimiento vertical. En contraste, los infiltrados 
linfocitarios no tenían valor pronóstico en fase de crecimiento radial.
126 
Otros estudios analizaron la concordancia inter-observador no sólo utilizando tres grupos 
(abundante, no abundante y ausente), sino como abundante y no abundante/ausente. La categoría 
abundante parece tener una mayor significación pronóstica.
121
 Muchos autores no han precisado en 
sus publicaciones si el infiltrado linfocitario era intra- o peritumoral. Los autores que han efectuado 
el análisis siguiendo el método de Clark han observado como un hallazgo persistente que el 
pronóstico de los pacientes cuyo infiltrado inflamatorio es abundante es mejor que el de aquellos en 
que es escaso o está ausente.
121
  
En el estudio de Clark et al. la tasa de supervivencia a los 8 años para pacientes con melanoma fue 
del 88% cuando el infiltrado linfocitario era abundante, de 75% cuando era no abundante y del 59% 
cuando se encontraba ausente. En el estudio de Clemente et al, la supervivencia a los 5 años era del 
77% cuando era abundante, del 53% cuando era no abundante y del 37% cuando estaba 
ausente.
121,122 
Los resultados demuestran claramente que existe una buena relación entre diferentes observadores 
al evaluar y cuantificar los TIL.
130
 Asimismo, se ha observado que la relación pronóstico-TIL puede 
estar limitada sólo a melanomas en fase de crecimiento vertical, pudiendo la inclusión en los 
estudios de tumores en fase de crecimiento radial diluir el valor predictivo de los TIL.
130
  
Los datos encontrados en la bibliografía son contradictorios, en gran medida debido a las 
discrepancias entre las definiciones y las formas de clasificar el infiltrado, aunque algún papel 
parece desempeñar en el pronóstico, según indican resultados de algunos estudios, habiéndose 
mantenido como variable independiente para la supervivencia global en muchos de 
ellos.
122,131,132,134,135,136 
Las células tumorales que normalmente acumulan mutaciones en su genoma expresan moléculas 
diferentes, cuantitativa y cualitativamente, de las células normales. Un sistema de inmunovigilancia 
para estas moléculas, conocido como TAA (Antígeno Asociado a Tumor) juega un importante papel 
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en la eliminación de las células cancerosas durante su estadio inicial.
137,138,139
 No obstante, debido a 
que las células tumorales son inherentemente (de manera innata) células autólogas y su 
inmunogenicidad es muy débil comparada con los patógenos que invaden desde fuera, las células 
malignas pueden evadir la inmunovigilancia y entonces producen una proliferación incontrolable y 
metástasis.
140,141
 Además, es sabido que varios factores solubles secretados desde las células 
tumorales, inducen fallos en la respuesta inmune del huésped.
142 
En los melanomas, las células tumorales, el estroma circundante y la epidermis que los recubre 
están infiltrados por varios tipos de TIL (la mayor parte de ellos linfocitos T citotóxicos). Los TIL 
son los responsables de la muerte de las células tumorales y de la regresión del tumor.  Dichos 
hallazgos han sido respaldados por el hecho de que el número de TIL y la secreción de citocinas son 
críticos para la regresión del melanoma inducido por células T citotóxicas.
143,144,145
 Se ha observado 
que las zonas de piel normal adyacentes a melanoma cutáneo primitivo de crecimiento vertical se 
asocian a alteraciones en los TIL.
146 
La presencia de TIL es una constante en todos los espectros de las diferentes lesiones melanocíticas. 
La transición entre las diferentes fases se asocia a un aumento gradual de todos los tipos de TIL. 
Los linfocitos T CD3+ han demostrado ser más numerosos que los linfocitos B CD20+ en la 
mayoría de estudios realizados. Además, se observa mayor número de TIL en el estroma que en el 
parénquima tumoral. Las diferencias de valores de linfocitos entre piel normal y lesionada ha 
mostrado significación estadística en algunos estudios.
147,148,149 
Los TIL se encuentran ubicados dentro del espesor tumoral y en su periferia. Irónicamente, la 
presencia de los TIL en el contexto del crecimiento tumoral, normalmente muestra a la vez una 
marcada detección de la enfermedad y una deficiencia en la función inmune.
150,151
 Todavía es 
desconocido el motivo por el que la respuesta de los TIL no es efectiva, pero en muchos pacientes 
con melanoma metastásico la enfermedad progresa a pesar de poseer una marcada respuesta de 
células T frente a ese tumor. La pérdida de efectividad de las células T antitumorales no parece 
deberse a que no alcancen los sitios tumorales. Las células T están presentes en número que no se 
diferencia mucho del observado en metástasis que están regresando después de inmunoterapia y que 
se consideran abundantes en sangre.
152
 Se ha propuesto diferentes mecanismos de los defectos de 
los TIL en los diferentes tipos de cáncer: 
TIL y áreas inactivas para inmunidad contra el tumor: uno de los muchos mecanismos 
adoptados por los tumores para destruir la vigilancia del sistema inmune es contraatacar a los TIL. 
Las células tumorales expresan ligandos especiales que inducen a la apoptosis en los TIL en el 
microambiente tumoral. En primer lugar se produce apoptosis y muerte de los TIL en el 
microambiente tumoral. A continuación se produce tolerancia sistémica, como sucede por ejemplo 
en los melanomas. Finalmente existen una serie de áreas denominadas de privilegio inmune, en las 
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cuales las células tumorales no se reconocen como peligrosas y pueden continuar proliferando. 
153,154,155,156
 La pérdida de antígenos también puede producirse por una mutación o deleción en la 
codificación genética del antígeno peptídico.
157 
Señales defectuosas en los TIL: Se ha demostrado que los TIL poseen defectos de 
transducción de señal, que los hacen ineficientes o inducen su apoptosis. Por ejemplo, en el cáncer 
humano de cérvix se ha demostrado la regulación a la baja de los linfocitos T CD25+.
158,159 
Influencia del estroma tumoral: Tanto las células tumorales como el estroma influenciado 
por el tumor anergizan el potencial de las células T.
160 
 Citotoxicidad celular comprometida mediada por los TIL: Pese al gran número de TIL, la 
citotoxicidad tumor-específica no funciona correctamente. Se ha propuesto que los linfocitos T 
CD4+ juegan un papel crucial en el establecimiento y mantenimiento de los linfocitos T CD8+ 
específicos en los infiltrados tumorales.
161,162
 Los tumores ocultan sus antígenos a los linfocitos T 
CD8+. La pérdida de eficacia de los linfocitos T CD8+ se debe a 2 factores principalmente: 
disfunción de la maquinaria citolítica y aumento de las moléculas inhibidoras. Un ejemplo de 
mecanismos similares se produce en la inmunosupresión del embarazo, debido al aumento de HLA-
G. Según Lefebvre et al (2002) es posible que en el cáncer de mama humano, la regulación al alza 
de HLA-G sea importante para que las células tumorales escapen a la inmunidad innata y 
adaptativa.
163,164 
Los marcadores inmunohistoquímicos más empleados para la tipificación de linfocitos han sido los 
siguientes: CD20, para identificación de células B; CD3, para identificación de células T; CD4, para 
identificación de  T helper; CD8, para identificación de T citotóxicos; FoxP3, para identificación de 
Tregs; CD25 con una inmunotinción intensa, para definir a los Tregs; CD25 con una inmunotinción 
moderada, para identificación de activación celular; y CD56, para identificación de células NK.
324 
Estudios con TIL cultivados con IL2 han demostrado que la composición de los TIL es muy 
variable, observándose casos con un 90% de CD4 y casos con un 90% de CD8. La mayoría de 
estudios se han centrado en los CD8, que poseen capacidad citotóxica para destruir células 
tumorales transformadas.
165,166,167,168 
Dentro de los TIL se incluyen las células NK. Las células NK humanas poseen rasgos 
inmunofenotípicos que las diferencian de los linfocitos B y T. Su actividad se encuentra regulada 
por productos de células hematopoyéticas y no hematopoyéticas.
169
 Las células NK pueden 
expandirse en cultivos con la presencia de IL2, pudiendo su utilización convertirse en un posible 
tratamiento para melanomas.
170,171,172
 Dichas células no han sido muy estudiadas hasta la 
actualidad. Las células NK son capaces de reconocer células que muestran una regulación aberrante 
al alza o a la baja de sus marcadores de superficie como resultado de su transformación 
celular.
168,173 
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Un estudio ha demostrado que la presencia de TIL NK sólo se observa en pacientes con melanomas 
con buena evolución, sin evidencia de progresión de la enfermedad.
174
 Las células NK poseen un 
efecto letal sobre las células del melanoma mucho mayor que el de los TIL CD3+.
175 
Los tumores sólidos como los melanomas expresan antígenos tumorales específicos que sirven de 
diana para las células T efectoras. Las células T citotóxicas “naïve” son activadas exclusivamente 
en órganos secundarios linfoides, como bazo y ganglios linfáticos. En fases iniciales del desarrollo 
de los tumores sólidos, normalmente no alcanzan los órganos linfoides, por lo que las células 
“naïve” T primitivas no pueden ser activadas. Como consecuencia, la vigilancia inmune del tumor 
es ineficaz.
176
 Los tumores con suficiente inmunogenicidad producen una respuesta inmune con 
reclutamiento concomitante de TIL B, T y células NK. La inmunogenicidad del melanoma se debe a 
la presencia de los antígenos del melanoma (Mart-1, gp100, gp75 y tirosinasa). Los niveles de estos 
antígenos afectan críticamente al estado de activación de los TIL y la eficiencia de las reacciones 
inmunes mediadas por estas células.
325
  
El papel de los CD4 en los TIL todavía no es bien conocido. Se ha demostrado que poseen por sí 
mismos la habilidad de lisar las células del melanoma.
177, 178 
Los linfocitos T que expresan CD4 y CD25 han sido denominados Tregs. Estos linfocitos también 
expresan FoxP3 y suponen entre el 5-10%  de las células del infiltrado linfocitario. Deficiencias en 
los linfocitos Tregs han sido asociadas con enfermedades autoinmunes, considerándose dicha 
población linfocitaria de relevancia para la autotolerancia. Dentro de este grupo, ha sido descrito un 
subgrupo de linfocitos Tregs que regula la inmunotolerancia para antígenos no propios. En 
pacientes con neoplasias epiteliales malignas los Tregs se encuentran significativamente elevados. 
178,179,180,181
 La acumulación de los Tregs se asocia con la progresión de la enfermedad y con 
aumento del riesgo de recurrencia. Este aumento podría explicar la anergia de los linfocitos CD8 en 
este tipo de lesiones.
160,182 
Los TIL B han sido poco estudiados. Altos niveles de TIL B se asocian a pronóstico favorable en 
ciertos tipos de cáncer. En melanoma todavía no existen muchos datos.
177,184,185,186 
La ausencia de linfocitos T CD4+ en el tejido tumoral puede evitar la diferenciación de linfocitos T 
CD8+.
187 
En cuanto al papel de los TIL en el melanoma cutáneo los resultados publicados son 
contradictorios. Aunque algunos estudios muestran que un infiltrado linfocitario prominente es 
parámetro independiente de buen pronóstico,
121,122,188
 especialmente cuando los linfocitos se 
encuentran en  la fase de crecimiento vertical, en otros con similar metodología no se encontró que 
el infiltrado linfocitario fuese un factor independiente de supervivencia.
131,191,193 
La detección de TIL por sí misma puede no ser un marcador sensible de respuesta inmune. El estado 
de su activación ha demostrado ser igualmente importante. Existen pocos estudios donde la 
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actividad funcional o la expresión de marcadores de activación de las células TIL hayan sido 
tenidos en consideración. En el carcinoma de células renales la actividad proliferativa de las células 
T CD8+ intratumorales ha demostrado ser un factor pronóstico independiente. En carcinomas 
escamosos orales en pacientes con estadios III y IV se ha demostrado muy baja supervivencia.
116 
Entre los diferentes factores de activación, CD25 (IL 2 Rα) expresado en una porción relativamente 
pequeña de TIL de muchos tipos tumorales, se considera un antígeno de estimulación y al mismo 
tiempo posee significado funcional, jugando un papel crucial en la regulación de la proliferación de 
células T. Ha sido empleado para predecir o monitorizar los efectos en los protocolos de efectos de 
inmunoterapia de activación de células T en pacientes con melanoma, carcinoma de cabeza y cuello 
y carcinoma colorrectal.
195,196,197 
Otro marcador de activación de células T empleado con menos frecuencia pero extremadamente 
específico es OX40 (CD134). Se trata de una glicoproteína transmembrana perteneciente a la 
superfamilia de los factores de necrosis tumoral y que se observa en los T CD4+ recientemente 
activados.
198 
Se ha demostrado que la intensidad del infiltrado linfocitario que expresan estas moléculas tiene un 
impacto significativo en la supervivencia de los pacientes. Pacientes con elevada densidad 
peritumoral de linfocitos CD25+ o CD134+ poseen superior supervivencia al compararlos con los 
que poseen menor número de este tipo de células. La importancia para CD25 es significativa 
solamente en pacientes con un grosor de melanoma mayor de 1mm.
199
 Se observó mayor número de 
CD25+ y CD134+ en pacientes que no desarrollaron metástasis viscerales.
199 
Los pacientes que expresan alta densidad peritumoral de CD25+ y CD134+ poseen mejor 
pronóstico, mientras que en aquellos donde se expresan a nivel intratumoral no se altera el 
pronóstico. Esto puede deberse a que los linfocitos intratumorales sufren anergia tumoral. Los 
linfocitos CD25+ CD134+ podrían ser considerados linfocitos CD4 efectores, que no necesitan 
contacto directo con las células tumorales.
199 
En humanos, CD25 y CD134 están sólo presentes en células T CD4+ auxiliadoras. No se ha 
observado expresión de estos marcadores en T CD8+ o en el resto de los CD4+ naïve o de memoria, 
o en ninguna otra célula de origen no hematopoyético.
199 
Se ha observado que el número de TIL en el tumor primario posee relación inversa con la 
probabilidad de metástasis ganglionares. Pacientes con elevado número de TIL en sus tumores 
primarios muestran un 3,9% de probabilidad de tener un ganglio centinela positivo, comparado con 
el 26,2% de los pacientes que no muestran TIL en su melanoma primario.
128
 Los pacientes con 
metástasis ganglionares con marcada respuesta linfocitaria muestran mayor supervivencia a 30 
meses (81,3%) que los que poseen escaso (46,8%) o nulo (29,3%) infiltrado linfocitario en sus 
metástasis ganglionares.
124,201
 No obstante, otros estudios no han demostrado que la presencia de 
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TIL mejore la supervivencia de pacientes con melanoma.
131,191,193
 Estas diferencias se explican en 
parte por las diferencias en poblaciones de pacientes investigadas, particularmente en pacientes con 
melanomas gruesos. El estudio de Clemente et al. mostró el impacto de los TIL en pacientes con 
melanoma con grosores comprendidos entre 1,7 y 6 mm. El significado pronóstico se perdía en 
pacientes con grosores mayores.
122
 Sin embargo, Barnhill et al. no encontraron ninguna ventaja de 
supervivencia asociada con infiltrados marcados de TIL, aunque en el estudio se incluyeron tanto a 
pacientes en fase de crecimiento radial como a pacientes en fase de crecimiento vertical. Además 
sólo el 25,6% de los pacientes del estudio de Barnhill mostraban grosores mayores de 1,7 mm. 
193 
Taylor et al. observaron que los TIL son un factor independiente de predicción de ganglio centinela 
positivo, siendo el factor predictivo independiente más importante de recurrencia y supervivencia 
en pacientes con melanoma maligno.
205 
Azimi et al.
207
 afirman, en su estudio publicado en julio de 2012, que el grado de infiltrado 
linfocitario tumoral es un factor predictivo independiente del estado del ganglio centinela y de la 
supervivencia en pacientes con melanoma cutáneo primario, clínicamente localizado y con grosor 
mayor o igual a 0,75 mm. En su estudio se realiza una gradación del infiltrado linfocitario, 
considerándose la densidad de los TIL (leve, moderada o intensa) y su distribución en el 
componente dérmico del tumor (focal, multifocal o difuso en toda la extensión tumoral): 
   
TIL grado 0 Ausencia de TIL 
TIL grado 1 Infiltrado focal leve o moderado 
Infiltrado multifocal leve 
TIL grado 2 Infiltrado focal intenso 
Infiltrado multifocal moderado o intenso 
Infiltrado difuso leve 
TIL grado 3 Infiltrado difuso moderado o intenso 
 
Según este estudio, los pacientes con TIL grado 3 poseen un excelente pronóstico, 
independientemente de otros factores pronósticos empleados actualmente. 
 
La siguiente tabla resume los estudios más importantes sobre los TIL realizados hasta la fecha y los 
hallazgos más importantes: 
Diferentes estudios 
realizados hasta la fecha: 
Resultados Conclusiones 
Day et al.(1981
124
) Observaron la presencia y el 
número de TIL 
A mayor número de TIL, mejor 
pronóstico 
Clark et al.(1989
 121
) Clasificaron los infiltrados de TIL 
en ausente, no abundante y 
Poseían pronóstico en fase 
vertical, pero no en fase 
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abundante horizontal 
Clemente et al.(1996
 122
) Observaron el impacto de los TIL 
en melanomas con grosores 
comprendidos entre 1,7 y 6 mm 
A mayor infiltrado linfocitario, 
mejor pronóstico. El significado 
pronóstico se perdía con grosores 
mayores a 6 mm 
Taylor et al.(2007 
205
) Observaron la relación entre 
número de TIL y positividad de 
ganglio centinela 
Negatividad de ganglio centinela 
a mayor número de TIL. No se 
observó relación con 
supervivencia 
Azimi et al.(2012
 207
) Observaron la relación entre 
número de TIL y supervivencia y 
positividad de ganglio centinela 
Pacientes con TIL grado 3 poseen 
mejor pronóstico. 
 
El desarrollo de inmunoterapia para el cáncer puede incluir el establecimiento de una metodología 
capaz de acrecentar el reconocimiento de las características de las células tumorales (diferentes de 
las células normales) por parte del propio sistema inmune del paciente y acumular células efectoras 
de la activación inmune en el sitio propio del tumor.
142 
Estudios actuales muestran, particularmente en melanoma, el gran potencial de esta terapia, pese a 
los resultados desoladores obtenidos anteriormente debido a la pobre especificidad de los TIL y/o la 
elevada carga tumoral, dependiendo, entre otros, de parámetros como la especificidad del antígeno, 
la función o la persistencia de los TIL.
208 
La aparición de áreas de despigmentación tipo vitíligo durante el curso de un melanoma maligno ha 
sido considerado signo de buen pronóstico.
209,210
 Existen evidencias que sugiere que la inducción de 
respuesta inmune limitada puede ser eficiente para eliminar tumores.
211
 La despigmentación sucede 
en pacientes con melanoma maligno de manera espontánea o, con mayor frecuencia, en pacientes 
que han recibido terapia inmune.
211
 Existe evidencia de series en las que se sugiere que la 
inmunodominancia de células T CD8+ responden directamente contra el epitopo MART-1 en casos 
de vitíligo y despigmentación asociada a melanoma.
212,213 
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1.3- FOXP3 Y TREG: 
 
La capacidad de las células tumorales para evitar la vigilancia inmune representa, entre otros 
factores, un paso crítico en la progresión tumoral.
214
 Sin embargo, una cuestión importante es 
aclarar por qué la respuesta del huésped falla para prevenir el desarrollo de la enfermedad. Existen 
múltiples mecanismos inmunosupresores en el microambiente que pueden restringir la intensidad y 
magnitud de las reacciones citotóxicas en el huésped. Entre ellas destaca una pequeña población de 
células T reguladoras (Tregs) que transcriben el factor FoxP3.
215,216,217,218,219
 El melanoma cutáneo 
se encuentra dentro de este grupo de neoplasias que poseen el potencial para mitigar la respuesta 
antitumoral por inducción de células Tregs.
220 
Los Tregs constituyen entre el 5-10% del total de linfocitos T CD4+ en sangre periférica. Se trata de 
una subpoblación de células T CD4+, derivadas del timo, o bien generadas en la periferia en 
presencia de exposición a antígenos no inflamatorios y TGF-β,221,222 que muestran elevados niveles 
de CD25+, para suprimir la reactividad de células T en periferia.
324,325,326
 La inhibición de la 
maquinaria citotóxica de los linfocitos T CD8+ puede deberse a la inmunosupresión de citocinas 
liberadas por el tumor o bien a la presencia de células reguladoras T CD4+ CD25+, capaces de 
suprimir la respuesta inmune. La principal función de estos linfocitos Tregs es mantener la 
inmunotolerancia periférica, manteniendo bajo control las células T autorreactivas que pueden 
haber escapado del timo.
226,227
 Se ha asociado la ausencia de células CD4+ CD25+ FoxP3+ con 
síndromes de autoinmunidad severa.
216
 Característicamente, los Tregs son un tipo de linfocitos 
CD4+ que expresan CD25 y FoxP3, considerándose éste último el marcador más apropiado para 
definir a las células Tregs.
226,227,229,230 
Se ha sugerido la posibilidad de que células Tregs actúen en pacientes con cáncer, debido al 
aumento de Tregs demostrados en una variedad de cánceres humanos. El aumento de los niveles de 
Tregs se ha asociado con peor pronóstico en pacientes con diferentes estirpes tumorales y han sido 
considerados responsables de evitar la inducción de una inmunidad antitumoral 
efectiva.
231,232,233,234,235,236,237 
Se ha observado que el número de Tregs se encuentra claramente elevado en sangre periférica de 
pacientes con cáncer. Ello implica que las células neoplásicas escapan de las funciones de las 
células T efectoras, o bien las propias células T efectoras son incapaces de ser estimuladas por el 
antígeno o por su función, permaneciendo en un estado de anergia.
160,238,239
 La evidencia de anergia 
para las células T locales (intratumorales) parece ser la teoría más convincente. Las células y el 
estroma tumorales desarrollan vías para, de forma directa o indirecta, causar anergia en las células T 
efectoras, demostrándose por la frecuencia con que han sido observadas células T CD4+ y CD25+ 
en tales circunstancias.
237,241
 Las células Tregs interfieren en la protección inmune contra gran 
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variedad de tumores. El aumento o presencia de células Tregs en sangre o en ganglio centinela de 
pacientes con cáncer, la identificación de Tregs con especificidad para antígenos expresados por 
tumores humanos y la presencia y acumulación de Tregs en tumores son buena prueba de ello, 
implicando peor pronóstico y menor supervivencia.
65 
Se ha observado que en el melanoma cutáneo los pacientes con enfermedad metastásica poseen 
mayores cantidades de células Tregs comparadas con controles normales.
243
 Sin embargo, las 
células CD25+ FoxP3+, que se encuentran presentes en todo el espectro de lesiones melanocíticas, 
son menores o casi indetectables en nevos melanocíticos.
244 
Aunque, en ratones, FOXP3 está únicamente asociado a regulación, en humanos se cree que está 
siempre asociada con la capacidad supresora de las células T. Por lo tanto, en humanos la 
caracterización de las células Tregs necesita de la combinación de anticuerpos anti CD25+ y anti 
FOXP3+
245 
Las células T reguladoras FoxP3+ inhiben a las células específicas CD8+ y limitan el efecto de la 
función de NK y NKT.
259,260
 La importancia clínica de las células Tregs que suprimen inmunidad se 
ilustra por la corta supervivencia de pacientes con abundantes FoxP3+ intratumorales. Los pacientes 
con ricos infiltrados CD8+ deficientes en FoxP3+ poseen mejor supervivencia y comportamiento 
con la terapia oncológica.
237
 Estos hallazgos dan paso a la posibilidad de estrategias terapéuticas 
para aumentar los linfocitos T citotóxicos antitumorales que inhiban Tregs FoxP3+ y potencien la 
inmunidad protectora.
263,264 
Se ha observado correlación entre aumento en la proporción de Tregs y el aumento del grosor de 
melanomas primarios.
265
 Los tumores en estadios iniciales de progresión mostraron cantidades 
significativamente mayores de infiltrado por Tregs FoxP3+, comparadas con tumores de mayor 
grosor.
265,266
 El crecimiento en fase vertical del melanoma primario cutáneo se asocia 
significativamente a un mayor número de TIL FoxP3+ que comparativamente en los melanomas en 
fase radial.
266
 Estudios recientes han demostrado que el acúmulo de Tregs CD4+ en el sitio del 
tumor implica que esas células inducen antígenos específicos e inmunotolerancia local.
265
 Al 
eliminar los Tregs se puede estimular una fuerte inmunidad antitumoral.
267
 Este fenómeno también 
puede ser debido a que al eliminar los Tregs, las células NK recobran su función citotóxica
268 
FoxP3 es el gen regulador maestro del desarrollo y regulación de los Tregs en el timo y en periferia. 
En ratones, FoxP3 solamente se asocia a células CD4+ CD25+. Por el contrario, en humanos 
también se asocia a células dendríticas, a células CD4+ CD25- activadas y a células CD8+ 
activadas. En humanos la proteína maestra de activación puede ser simplemente una proteína de 
activación más dentro de un conjunto de proteínas activadoras.
269
 Por ejemplo, se observa un 
aumento en la acumulación de células CD4+ CD25+ en el carcinoma ductal infiltrante mamario en 
relación con la edad (mayores de 50 años). Asimismo, la actividad de los linfocitos CD4+ CD25+ 
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declina con la edad.
269 
Existe un gran número de trabajos que muestran que varios tipos de inmunoterapia contra el cáncer 
en algunas ocasiones fueron eficaces en el rechazo del cáncer en modelos animales. No obstante, es 
inadecuado esperar el mismo grado de efectividad en humanos. Una de las razones de esto es la 
gran diferencia que existe de inmunogenicidad entre modelos experimentales animales y humanos. 
A la hora de considerar aplicaciones clínicas es, por lo tanto, muy importante investigar  los efectos 
de la inmunoterapia antitumoral, usando en modelos animales células pobremente inmunogénicas.  
270 
Aunque, en humanos, FoxP3 se expresa predominantemente en células CD4+ CD25+, existen  
pequeñas subpoblaciones FoxP3+ CD25- y FoxP3+ CD8+ que no han sido incluidas en la mayoría 
de los estudios previos efectuados.
271,272 
Hasta hace poco tiempo se creía que la expresión de FoxP3 estaba restringida al linaje de las células 
T. Actualmente se conoce que también se  expresa en los linfocitos B y en las células tumorales del 
melanoma, así como en células B infectadas por virus y células de diferentes tumores sólidos.
273 
Aunque CD25 está fuertemente expresado de manera constitutiva en los Tregs, la posibilidad de 
identificación de CD4+ CD25+ ha sido descartada por algunos autores puesto que las células T 
recientemente activadas también expresan CD25. No obstante, gran cantidad de estudios han 
empleado estos parámetros para la identificación de Tregs.
274 
La designación de Treg se otorga idealmente a la fracción de T CD4+ que poseen actividad 
supresora sobre la activación y proliferación de otros linfocitos, aunque la actividad supresora en sí 
misma no pueda ser directamente medida en cada Treg por métodos convencionales. De este modo, 
para efectos prácticos, FoxP3 ha sido extensamente empleado en numerosos estudios para 
identificar Tregs, ya que los Tregs expresan mayor cantidad de este factor de transcripción que otras 
células T. 
Basada en la expresión de FoxP3, se ha documentado aumento de Tregs en varios tipos de cáncer, 
incluyendo el melanoma cutáneo avanzado.
275
 No obstante, gran cantidad de estudios recientes 
sugieren que FoxP3 está también expresado en células T activadas y no reguladoras de humanos, y 
que FoxP3 puede no sólo ser un marcador absoluto de Tregs inmunosupresores, lo que cuestiona la 
interpretación de estudios previos.
276,277,278 
Una posible solución a este problema es analizar las subpoblaciones de FoxP3. Miyara et al 
recientemente han propuesto una clasificación para las células T FoxP3+, atendiendo a 3 grupos 
funcional y fenotípicamente distintos, basados en la expresión de FoxP3, CD45RO y CD45RA.
279 
Las células CD45RO+ FoxP3
Low
 no son células supresoras y producen grandes cantidades de 
citocinas y, por tanto, se consideran células T activadas no reguladoras. Este tipo de células son 
abundantes en pacientes con enfermedades autoinmunes como el lupus.
279 
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Las células CD45RO+ FoxP3
High
 poseen los hallazgos arquetipo de los Tregs, mostrando una 
potente actividad supresora, mientras que la producción de citocinas es baja.
279,280 
Las células CD45naïve CD45- FoxP3
Low
 son células T con hallazgos casi completos de células 
Tregs, siendo la mayoría de ellas derivadas del timo. Este tipo de células producen niveles bajos de 
citocinas.
279,281 
Todos los tipos de células T FoxP3+ están aumentadas en sangre en pacientes con melanoma, tanto 
las células reguladoras como las no reguladoras.
283 
Las células CD45- FoxP3
Low 
naïve reguladoras aumentan en sangre periférica con la progresión del 
tumor.
283 
El aumento de CD45Ro+ FoxP3
Low
 no reguladoras se restablece a niveles normales tras la resección 
tumoral. Asumiendo que la carga tumoral aumenta las células FoxP3+,  tras la resección quirúrgica 
del tumor debería esperarse que se redujese el número de estas células. La frecuencia de CD45RO+ 
FoxP3
Low
 no reguladoras disminuye después de la resección tumoral y sus valores son comparables 
a los de los controles sanos. Por otro lado, la frecuencia de las células T CD45RO- FoxP3
Low
 naïve 
reguladoras y las CD45+ FoxP3
High
 efectoras Tregs no se altera de modo significativo.
283 
Las células CD45RO+ FoxP3
High
 reguladoras se acumulan en el microambiente tumoral.
283 
Estudios previos han sugerido que los Tregs estaban aumentados en diferentes tipos de tumores 
malignos, incluyendo el melanoma cutáneo, basándose en el estudio de los marcadores CD25 y/o 
FoxP3. No obstante estudios más recientes han demostrado no sólo el efecto inmunosupresor de las 
células CD45RO+ FoxP3
High
 efectoras Tregs sino también el de otras 2 poblaciones: CD45RO+ 
FoxP3
Low
 no reguladoras y las células FoxP3 naïve disreguladoras.
284,285,286,287 
Estos datos sugieren que la variación de FoxP3+ en pacientes con melanoma no supone un simple 
aumento de Tregs. Mas bien parece un sistema complejo de disregulaciones de los procesos 
homeostáticos y procesos funcionales que suceden en estos subgrupos de células T. Se observan 
correlaciones positivas entre el aumento de las células FoxP3+ y la progresión tumoral. El 
significado de estos cambios todavía no está clarificado.
283 
CD45RO+ FoxP3
Low
 estaban aumentadas en pacientes con melanoma y disminuyeron 
significativamente y se normalizaron tras la resección tumoral. Si tenemos en cuenta que estas 
células no son supresoras y producen citocinas y que cualquier célula T CD4+ naïve puede expresar 
transitoriamente FoxP3 por simple estimulación antigénica, el aumento de estas células parece 
responder a estimulación antigénica del tumor.
279
 Considerando el elevado porcentaje de estas 
células no reguladoras que disminuyeron y se normalizaron incluso en pacientes con estadios 
iniciales de melanoma, un número relativamente pequeño de células de melanoma pueden tener un 
impacto significativo en todo el sistema inmune. Las células periféricas CD45RO- FoxP3
Low
 son 
supresoras y producen poca cantidad de citocinas. El porcentaje de estas células en sangre periférica 
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en pacientes con melanoma se correlaciona positivamente con la progresión tumoral. El aumento de 
estas células en pacientes con melanoma se asocia a mayor número de células productoras de INF-
γ,283 lo que aumenta la posibilidad de que exista un mayor número de células T con activación 
anómala. Una posibilidad alternativa es que la disregulación inmunológica del microambiente 
pueda alterar el gen de regulación de estas células, lo que hace que, en estas poblaciones celulares, 
la actividad de FoxP3 se encuentre atenuada. Hasta donde se ha investigado no se observa ninguna 
otra anomalía sugestiva de defectos funcionales en estas células como Tregs: la supresión en la 
producción de citocinas, incluyendo IL2, IL7 y TNFα y la expresión de marcadores asociados con 
FoxP3, incluyendo CD25, fueron equivalentes a los de los controles sanos. Estas disregulaciones 
predisponen a estas células a producir INF-γ. No es posible concluir, por el momento, que estas 
células sean funcionalmente poco efectivas, pero se sugiere que el aumento del porcentaje de estas 
células reprime la inmunidad tumoral, aunque en vez de reflejar disregulación inmunológica del 
ambiente, puede agravarse con la progresión del melanoma.
283 
Las células CD45RO+ FoxP3
High
 son fuertemente supresoras y pobres en la producción de citocinas 
y se cree que son células efectoras Treg. El porcentaje de estas células se encuentra aumentado en 
sangre periférica en pacientes con melanoma. Además los Tregs muestran un marcado aumento en 
los TIL comparado con las mismas en sangre periférica de los mismos pacientes. Si tenemos en 
consideración que los TCD45+ FoxP3
Low
 no reguladores están aumentados en sangre periférica 
pero no en los TIL, se sugiere que el microambiente inmunológico del melanoma está regulado y, 
por ello, se produce la inmunosupresión local.
283
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1.4- CCL27: 
 
Se ha sugerido que la expresión de quimiocinas y receptores de quimiocinas por las células del 
melanoma puede estar involucrada en la evasión del tumor a la respuesta inmune.
288
 Las 
quimiocinas son una gran familia de pequeñas moléculas de polipéptidos que regulan la migración 
celular y su invasión en los tejidos, interactuando con sus receptores específicos.
289
 Son una familia 
de citocinas quimiotácticas de bajo peso molecular (8-17Kd) que provocan respuestas de migración 
celular dirigida, y que son a su vez inducidas por citocinas inflamatorias, factores de crecimiento y 
estímulos patógenos. La unión de estas quimiocinas a sus receptores en la superficie celular 
conlleva una serie compleja de respuestas celulares, como la activación de varias vías de 
señalización celular y reorganización del citoesqueleto, que favorecen la formación de pseudópodos 
y permiten el movimiento celular.
290,191 
Aunque las quimiocinas clásicamente se han considerado como mediadores proinflamatorios, 
también poseen otras funciones en el desarrollo de los tejidos normales, la angiogénesis y el control 
y proliferación de células germinales y progenitores celulares. También están involucradas en la 
transformación celular neoplásica, el crecimiento, invasión y metástasis a distancia y en la respuesta 
antitumoral del huésped. Se ha propuesto que la migración de células tumorales a órganos 
específicos puede estar determinada por los receptores celulares de quimiocinas y por las 
quimiocinas expresadas en los órganos diana.
288,292,293,294,295
 La comprensión de los mecanismos 
moleculares que permiten la progresión tumoral en el melanoma es un paso esencial que puede 
permitir, en última instancia, no sólo predecir, sino intervenir de forma terapéutica para evitar dicho 
proceso.
296 
Hasta la fecha, varios estudios de terapia antitumoral se han focalizado en la inmunoestimulación de 
las citocinas, moléculas accesorias o de unión. Desafortunadamente, muchas de estas 
aproximaciones han mostrado una respuesta antitumoral limitada. Debido a que las células 
cancerosas son, en sí mismas, células que han eludido los mecanismos normales de regulación 
homeostática, así como las características específicas del tejido, es conocido que la infiltración de 
gran cantidad de células efectoras dentro del tumor es difícil.
297,298,299,300
 Los intentos para conseguir 
alcanzar una activación de células inmunes sugieren obstáculos presentes en el sitio del tumor y 
puede ser iniciada proveyendo de citocinas pro-inflamatorias en la zona del tumor. Existe alguna 
evidencia que indica que la presencia de linfocitos infiltrando el tumor son un signo favorable.
112
 
Para poseer una acción favorable debe existir gran número de TIL, como células T y NK. Las 
quimiocinas muestran actividad quimiotáctica para varios tipos de células inmunes, así como para 
algunos tipos de células tumorales, que muestran unos niveles de expresión de quimiocinas menores 
que las células normales. Por todo ello, las quimiocinas actúan como importantes adyuvantes en el 
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reclutamiento de tipos de leucocitos en el sitio del tumor, potenciando la efectividad de la 
inmunidad antitumoral.
303
 Las células metastásicas migran a sitios específicos atraídas por 
quimiocinas, lo que explica que ciertos cánceres produzcan metástasis en ciertos órganos 
predilectos.
304 
Las investigaciones de la relación entre pronóstico y la densidad de infiltración de las células 
inmunes asociadas a tumor en pacientes con cáncer han indicado que la recurrencia post-tratamiento 
o metástasis está significativamente suprimida en casos que exhiben elevada infiltración por células 
inmunes en el tejido del tumor primario y es mayoritariamente aceptado que las células T 
representan el tipo más potente de células efectoras antitumorales. Por lo tanto, el establecimiento 
de inmunoterapia capaz de promover la interacción entre células tumorales y células inmunológicas 
se considera crítica para mejorar la tasa de cura del cáncer. Basándose en estos resultados, una 
opción que trate de reforzar la acumulación de células inmunes en el tejido tumoral mediante el uso 
de quimiocinas, mediante el control de migración y de infiltración de células inmunes en el sitio 
local del cáncer, es muy atractiva para el desarrollo de una inmunoterapia eficaz del cáncer. 
112,113,306 
El importante papel de las células T en el rechazo tumoral y su actividad citolítica contra las células 
tumorales ha sido conocida durante décadas.
121,166
 Aunque las células transformadas expresan 
frecuentemente antígenos reconocibles para el sistema inmune del huésped, los tumores establecen 
comúnmente un sistema de escape al reconocimiento inmune.
310 
Recientemente se ha observado que la quimiocina asociada a la piel, CCL27, se expresa en 
queratinocitos epidérmicos y media el reclutamiento de las células T memoria.
311,312,313,314
  Se ha 
propuesto la participación en procesos metastásicos del receptor CCR10, cuyo ligando, CCL27, se 
expresa predominantemente en las células basales de la epidermis.
288 
Aunque juegan un papel importante, la relevancia de las quimiocinas en la inmunidad antitumoral 
es limitada.
316
 Se demuestra que los tumores cutáneos humanos evaden la respuesta antitumoral 
inmune mediada por células T regulando a la baja la expresión de la quimiocina CCL27, a través de 
la activación de EGFR y Ras.
316
 Se produce la pérdida de CCL27 durante la carcinogénesis 
cutánea.
316
 El análisis inmunohistoquímico de pieles sanas y muestras obtenidas de queratosis 
actínicas mostró que CCL27 está abundantemente expresada en la piel normal, pero disminuye 
marcadamente en pieles con queratosis actínica y se produce una pérdida progresiva de CCL27 
durante el proceso de carcinogénesis cutánea.
316 
Las células del melanoma expresan elevados niveles de CCR10, que es el receptor específico de la 
quimiocina CCL27. Es posible pensar que CCL27 en melanomas puede inducir inmunidad 
antitumoral y que CCL27 puede suprimir el crecimiento del tumor induciendo el reclutamiento de 
células T y NK. 
317 
Se ha demostrado recientemente que la sobreexpresión de CCL27 en células de melanoma, reduce 
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el crecimiento del tumor, debido al reclutamiento y la acumulación de células T o NK, resultando 
realzada la respuesta inmune.
318 
En nevos melanocíticos, la expresión de CCL27 es negativa o se expresa débilmente. La capacidad 
de internalizar la quimiocina CCL27 puede ser una característica de la célula melanocítica maligna, 
ya que se ha observado dicha expresión en melanomas malignos y no en lesiones melanocíticas 
benignas. Algunos estudios han mostrado que los casos de positividad para CCL27 tienden a tener 
menos densidad de células CD3+ CD8+ comparados con los casos que no expresan CCL27, 
sugiriendo que CCL27 puede hacer a las células del melanoma menos susceptibles a la respuesta 
antitumoral del huésped, implicando que, contrariamente a lo observado en otros estudios, la 
coexpresión de CCR10 y CCL27 por células neoplásicas pueda ir ligada a peor pronóstico en 
pacientes con melanoma.
312,320 
Las interacciones quimiocina-receptor en unos casos potencian y en otros dificultan la respuesta 
inmune. Así, la expresión de CCL27 es un importante inductor de la respuesta inmune en neoplasias 
de células escamosas, y su inhibición contribuye a la evasión de la respuesta inmune que favorece la 
evasión tumoral. De hecho, la expresión de CCL27 es más baja en metástasis de melanoma en 
comparación con melanomas cutáneos primarios. Sin embargo, la sobreexpresión de CCR10, el 
receptor de CCL27 por células de melanoma B16, probablemente estimulada por los altos niveles 
de CCL27 de origen epidérmico, parece aumentar la resistencia de estas células a la respuesta 
inmune antitumoral, y protege de la apoptosis mediada por Fas.
321,322 
Un estudio reciente de Monteagudo et al.
323
 establece valor pronóstico de la ratio CCL27/CCR10 
intratumoral, en relación con el riesgo de metástasis a distancia. Los resultados se resumen en las 
siguientes tablas: 
Para Breslow menor o igual a 4 mm: 
Ratio CCL27/CCR10 Punto de corte Riesgo de metástasis 
Breslow – (0,0085 x CCL27/CCR10) <0,0553 Bajo riesgo 
Breslow – (0,0085 x CCL27/CCR10) >0,0553 Alto riesgo 
 
Para cualquier grosor de Breslow: 
Ratio CCL27/CCR10 Punto de 
corte 
Riesgo de metástasis 
Breslow – (0,0226 x CCL27/CCR10) – (0,04237 x CXCL12/CXCR4) < -0,12 Bajo riesgo 
Breslow – (0,0226 x CCL27/CCR10) – (0,04237 x CXCL12/CXCR4) > -0,12 Alto riesgo 
 
En este estudio se observa que la ratio CCL27-CCR10 en tumores primarios se encuentra 
inversamente asociada con el desarrollo de metástasis a distancia. 
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2- METODOLOGÍA: 
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2.1- OBJETIVOS: 
Múltiples factores pronósticos han sido estudiados para predecir el comportamiento y evolución del 
melanoma cutáneo. En la actualidad se considera que el espesor en milímetros (Breslow), la 
presencia de  ulceración y la presencia de mitosis son los parámetros más útiles para el estadiaje. No 
obstante, existen casos cuyo comportamiento no se justifica en función de estos parámetros. Por 
ello, para intentar predecir de forma más efectiva el comportamiento clínico del melanoma se han 
analizado múltiples variables y, entre ellas, el infiltrado linfocitario. El melanoma es un tumor con 
marcada inmunogenicidad y la presencia de linfocitos peritumorales y/o intratumorales es frecuente.  
 
2.1.1- Objetivo general: 
 
En el presente trabajo nos proponemos el estudio cuantitativo y cualitativo de los diferentes 
subtipos de los linfocitos asociados a tumor (TIL) y células NK, así como de la quimiocina 
inmunomoduladora CCL27, en una serie retrospectiva de melanomas cutáneos con un seguimiento 
clínico prolongado. Dicho estudio será realizado empleando técnicas inmunohistoquímicas 
convencionales y, por lo tanto, reproducibles en laboratorios estándar de anatomía patológica y 
dermatología. 
 
2.1.2- Objetivos específicos: 
 
1. Cuantificar los TIL peritumorales e intratumorales en melanomas primarios cutáneos. 
2. Tipificar las diferentes subpoblaciones de los TIL mediante el uso de técnicas 
inmunohistoquímicas. 
3. Estudiar el estado de activación de los TIL. 
4. Identificar y cuantificar las células T reguladoras (Tregs) presentes en los TIL. 
5. Evaluar la expresión de la quimiocina CCL27 en la epidermis, en las células tumorales de 
melanoma y en los TIL. 
6. Estudiar la posible correlación de todos los parámetros anteriormente mencionados con la 
evolución clínica de los pacientes. 
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2.2- MATERIAL: 
 
Nuestro estudio incluyó inicialmente 115 muestras de melanoma cutáneo, correspondientes al 
mismo número de pacientes, registradas en la base de datos del Servicio de Anatomía Patológica del 
Hospital Clínico Universitario de Valencia entre los años 1992 y 2002. Dichas muestras tisulares 
habían sido fijadas en formol neutro al 10% e incluidas en parafina, y sobre ellas se había realizado 
el estudio rutinario para diagnóstico histopatológico. 
 
2.2.1- Criterios de exclusión:  
Fueron excluidos los casos en los que el tejido tumoral fue insuficiente para completar la totalidad 
del estudio inmunohistoquímico así como aquellos de los que no se disponía de un seguimiento 
clínico evolutivo prolongado (mínimo de 10 años). 
 
2.3- MÉTODOS: 
 
Se efectuó una revisión histológica de cada caso con la finalidad de confirmar los diagnósticos 
originales. Posteriormente se valoraron una serie de parámetros histológicos y se revisaron los 
parámetros clínicos recogidos de las historias clínicas. Asimismo se efectuó el estudio 
inmunohistoquímico por técnica convencional mediante 9 anticuerpos comerciales frente a: CD20, 
CD3, CD4, CD8, CD25, CD134, CD56, FoxP3 y CCL27, que se realizó en todos los casos sobre 
secciones tumorales incluidas en parafina. 
 
2.3.1- Estudio clínico: 
Los datos clínicos generales y de seguimiento se obtuvieron a partir de las historias clínicas del 
archivo del Hospital Clínico Universitario de Valencia y de 2 hospitales periféricos cuyos casos 
habían sido remitidos para consulta al Hospital Clínico Universitario de Valencia (Hospital de 
Sagunto y Hospital de Requena). El análisis estadístico de los resultados se llevó a cabo empleando 
el programa informático SPSS versión 19. 
Los parámetros clínicos evaluados son los siguientes: 
1. Sexo: 1- Mujer; 2- Hombre. 
2. Edad: En años en el momento del diagnóstico. 
3. Localización de la lesión: 1- Cabeza y cuello; 2- Tronco (área anterior); 3- Tronco (área 
posterior); 4- Miembros superiores; 5- Miembros inferiores. 
4. Existencia de progresión de la enfermedad: 0- No; 1-Si. 
5. Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de la progresión de la enfermedad. 
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6. Existencia de recidiva local: 0- No; 1- Si. 
7. Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de recidiva local. 
8. Existencia de metástasis en tránsito: 0- No; 1- Si. 
9. Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de la metástasis en tránsito. 
10. Existencia de metástasis ganglionar: 0- No; 1- Si. 
11. Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de metástasis ganglionar. 
12. Existencia de metástasis a distancia: 0- No; 1- Si. 
13. Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de metástasis a distancia. 
14. Supervivencia a melanoma cutáneo: 0-No; 1- Si. 
15. Tiempo de supervivencia expresado en meses desde el diagnóstico de la lesión primitiva. 
 
2.3.2- Estudio histológico: 
El análisis histológico se realizó sobre muestras de tejido fijadas en formaldehído tamponado al 
10%, que fueron procesadas en alcoholes a concentraciones crecientes (deshidratación) y en xiloles, 
para, a continuación, ser incluidas en parafina. Se realizaron secciones de 3 micrómetros y se 
montaron en portaobjetos con Poly-L-Lysina para estudio microscópico mediante tinción con 
hematoxilina-eosina. 
 
Tinción de hematoxilina-eosina: 
1. Incubamos las muestras a 60ºC aproximadamente 20 minutos antes de desparafinar. 
2. Desparafinamos las muestras en xilol 5 minutos. 
3. Realizamos pases por etanol (90º/80º/70º) para hidratar, de 2 a 5 veces cada uno. 
4. Hidratamos las muestras. 
5. Realizamos la tinción nuclear con hematoxilina de Harris, 5 minutos. Enjuagamos con 
agua destilada 2 minutos (en forma de zambullidas). 
6. Para decolorar, sumergimos las muestras en ácido clorhídrico al 0,5% (un pase rápido). 
Lavamos con agua corriente y luego con hidróxido de amonio. Nuevamente realizamos 
un lavado rápido con agua corriente. 
7. Para la tinción citoplasmática, sumergimos las muestras en eosina durante 4 minutos. 
Lavamos con agua corriente (inmersiones rápidas). 
8. Deshidratamos con pases de etanol (70º/80º/90º), aproximadamente de 30 segundos. 
Finalmente aclaramos con xilol, 1 minuto. 
9. Montamos con EntellanR y cubreobjetos. 
 
En cada caso se procedió al estudio histológico de las secciones previas disponibles (1-5 laminillas), 
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y realización de una nueva tinción con hematoxilina eosina, sin conocimiento de los datos clínicos 
por un primer patólogo (M.M.R.)  y posteriormente se efectuó revisión conjunta por este mismo 
patólogo y por un patólogo experimentado en dermatopatología (C.M.C.).  
Se valoraron los siguientes parámetros: 
1. Tipo histológico de melanoma: 1- melanoma de extensión superficial; 2- melanoma 
tipo/sobre léntigo maligno; 3- melanoma nodular; 4- melanoma lentiginoso acro; 5- otros. 
2. Fase de crecimiento radial: 0- no; 1- si. 
3. Fase de crecimiento vertical: 0- no; 1- si. 
4. Espesor en mm (Breslow): Medida en mm. 
5. Nivel de Clark: 1- I; 2-II; 3- III; 4- IV; 5- V. 
6. Presencia de ulceración: 0- No; 1- Si. 
7. Diámetro de la ulceración: Medida en mm. 
8. Número de mitosis por mm2. 
9. Existencia de regresión: 0- no; 1- si <50%; 2- si >50%. 
10. Presencia de infiltrado linfocitario peritumoral: 0- Ausente o mínimo; 1- Discontinuo; 2-
Denso. 
11. Presencia de infiltrado linfocitario intratumoral: 0- Ausente; 1- Débil; 2- Moderado; 3- 
Intenso; 4- Muy intenso (cuando dificultaba notablemente la observación de las células tumorales). 
12. Presencia de satelitosis: 0- No; 1- Si. 
13. Presencia de lesión melanocítica asociada: 0- No; 1- Nevus melanocítico común; 2- Nevus 
atípico. 
14. Tipo celular predominante en la lesión primaria: 1- Epitelioide; 2- Fusocelular y 
desmoplásico. 
15. Presencia de elastosis actínica: 0- No; 1- Si. 
 
 
2.3.3- Estudio inmunohistoquímico: 
Las técnicas inmunohistoquímicas son técnicas de inmunolocalización de antígenos (Ag) tisulares o 
celulares mediante su unión con anticuerpos (Ac) específicos, que habitualmente emplean el 
revelado de una enzima como marcaje. Por este motivo, la reacción Ag-Ac se visualiza añadiendo al 
final de la reacción el sustrato de la enzima más una sustancia cromógena, que da lugar a un 
precipitado insoluble y coloreado. La enzima peroxidasa es el trazador más comúnmente empleado 
en inmunohistoquímica con Ac marcados directa o indirectamente. 
Cuando se trata de la técnica con Ac marcados indirectamente, el Ac secundario se une al primario, 
que a su vez ya se ha unido al antígeno específico en estudio. La técnica ABC o complejo avidina -
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biotina-peroxidasa introduce una forma hipersensible para amplificar la reacción, sobretodo cuando 
los antígenos se encuentran en tejidos de parafina. 
Técnica de inmunotinción: 
Se seleccionaron en primer lugar las secciones tumorales más representativas que incluyesen mayor 
número de linfocitos asociados a tumor, tanto peritumoral como intratumoral. Se realizaron 
secciones de 3 micrómetros en los bloques seleccionados. La técnica empleada fue la técnica de 
avidina-biotina-inmunoperoxidasa (ABC), aunque con las siguientes modificaciones: 
1. Desparafinación: Se calentaron las preparaciones, 24 horas en estufa de 37ºC y 45 minutos 
en estufa de 60ºC inmediatamente antes del procedimiento. Posteriormente se incluyeron dichas 
secciones en xilol durante 15 minutos (3 pases de 5 minutos). 
2. Hidratación con alcoholes en concentraciones decrecientes (90%- 80%- 70%) (5 minutos 
cada pase). Lavados en agua corriente y destilada. 
3. Pretratamiento de recuperación antigénica por calor: Se utilizó una solución tampón 
específica (tampón citrato 0.01mM pH 6.0) diluida 1/10 en agua destilada o en una solución tampón 
de Tris-EDTA 2mM pH 9.0 posteriormente diluido en agua destilada. Se introdujeron las secciones 
en esta solución y después en un autoclave (“microclave  Selecta”-olla a presión) hasta una presión 
de 1.5 atmósferas durante 3 minutos. Posteriormente se llevó a cabo la descompresión y el 
enfriamiento lento de los preparados. Una vez enfriados en un baño de agua corriente, las secciones 
se lavaron de nuevo con agua destilada. 
4. Inhibición de la peroxidasa endógena con 97 volúmenes de metanol al 2% por 3 volúmenes 
de agua oxigenada a temperatura ambiente durante 30 minutos. Una vez enfriados en un baño con 
agua corriente, las secciones se lavaron de nuevo con agua destilada. 
5. Se eliminó el exceso de agua de los cristales y se cerclaron las preparaciones con 
“SigmacoteR” (Sigma Co) rodeando el corte para evitar así la expansión del AC. 
6. Bloqueo de la colágena tisular para evitar la unión de las inmunoglobulinas al estroma. Para 
ello se utilizaron 2 volúmenes de suero de caballo por cada 8 de suero fisiológico en una solución 
final al 20% y se dejó durante 20 minutos. 
7. Se voltearon los preparados y, sin lavarlos, se añadió el Ac primario, el cual se incubó 
durante 60 minutos a temperatura ambiente. 
8. Se lavaron 3 veces las preparaciones con tampón fosfato (PBS) y se incubó seguidamente 
con el anticuerpo secundario durante 30 minutos. Se empleó el sistema LSAB-2 de DAKO, cuya 
solución 1 está constituida por una mezcla de Ac monoclonales anti-mouse y policlonales anti-
rabbit biotinilados. 
9. Se lavaron las preparaciones 3 veces con PBS y se añadió el complejo avidina-biotina 
(solución 2 del sistema LSAB-2 de DAKO) durante 30 minutos (este complejo se preparó con 30 
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minutos de antelación). 
10. Se volvieron a lavar las preparaciones 3 veces con PBS y se procedió a continuación al 
revelado de la reacción mediante una solución de diaminobenzidina tetrahidroclorhídrica (DAB) en 
un tampón de trisclorhídrico 0.2 M hasta un pH=7. Una vez ajustado el pH se añadió la DAB y por 
último el agua oxigenada pura de 110 volúmenes (para 100 ml de Tris se utilizan 75 mg de DAB y 
50 microlitros de agua oxigenada). Durante el revelado, las preparaciones se protegieron de la luz, 
metiéndolas en la estufa de 37ºC durante 5 minutos y al finalizar el revelado se lavó con agua 
corriente. 
11. Se contrastaron las muestras con Giemsa, se deshidrataron los cortes con alcoholes a 
concentraciones crecientes (70%-80%-90%) y finalmente se realizaron varios pases en xilol y se 
montaron los cubreobjetos con Entellan
R
. 
En el caso de los anticuerpos en los que se empleó el kit de Dako EnVision, HRP (DAKO 
Cytomation, Dinamark), se siguieron las especificaciones de la casa comercial, resumidas a 
continuación: En primer lugar se aplicó el reactivo bloqueante de la peroxidasa endógena para 
EnVision, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez llevada a cabo la reacción APO-
D/anti-APO-D-36C6, en el tiempo de 1 hora, lavamos con PBS 3 veces. Seguidamente incubamos 
durante 30 minutos con el Ac secundario (EnVision) y lavamos de nuevo. Finalmente colocamos la 
solución sustrato-DAB cromógeno (EnVision) durante 10 minutos, lavamos con agua destilada y 
continuamos con el resto del proceso. 
La relación de los anticuerpos empleados en este estudio es la siguiente: 
 CD20: (DAKO) Anti-human CD20cy Clone L26 Mouse monoclonal. 1/100.  Recuperación 
antigénica: Citrato. Autoclave. Sistema de visualización: LSAB (DAKO K0690). 
 CD3: (DAKO) Anti-human CD3 Rabbit policlonal. 1/100. Recuperación antigénica: Citrato. 
Autoclave. Sistema de visualización: LSAB (DAKO K0690). DAB DAKO K3468.  
 CD4: (NOVOCASTRA) Mouse monoclonal Clon 1F6. 1/10. Recuperación antigénica:  
TRIS-EDTA. Autoclave. Sistema de visualización: ENVISION (DAKO K5007). 
 CD8: (NOVOCASTRA) Clon 1A5 mouse monoclonal 1/20. Recuperación antigénica: 
EDTA pH8. Baño 40 minutos. Sistema de visualización: LSAB DAKO K5001. 
 CD25: (NOVOCASTRA) Anti-human monoclonal clon 4c9 1/200 Recuperación antigénica: 
Citrato autoclave. Sistema de visualización: LSAB (DAKO K0690).  
 CD134 (OX40): (BDPHARMINGEN) Anti-human mouse monoclonal. 1/40. Recuperación 
antigénica: Citrato. Autoclave. Sistema de visualización: ENVISION (DAKO K5007).  
 FoxP3: (ABCAM, Ab 20034) Mouse monoclonal Clon 236A/E7. 1/100. Recuperación 
antigénica: TRIS-EDTA. Baño 40 minutos. Sistema de visualización: LSAB (DAKO K0690).
 CCL27: (RD SYSTEMS) (MAB 376) Mouse monoclonal. Clon 124308 1/20. Sin 
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recuperación antigénica. Sistema de visualización: LSAB DAKO. DAB DAKO K3468. 
 CD56: (NOVOCASTRA): Mouse monoclonal. Clon CD5641/50. Recuperación antigénica: 
EDTA. Autoclave. Sistema de visualización: ENVISION (DAKO K5007). 
 
2.3.4- Evaluación de la respuesta inmune: 
Todos los recuentos fueron realizados por separado por dos patólogos (M.M.R. Y C.M.C.), tras 
acordar los criterios de evaluación, con la posterior revisión conjunta por ambos de todos los casos. 
Evaluación de la inmunotinción para CD3, CD4, CD8, CD134, CD25 y CD56: Se efectuó el 
recuento de los linfocitos positivos para dichos ACs sobre un campo de 1mm
2
. Dicho contaje se 
efectuó sobre el área con un mayor número de linfocitos tras revisar todas las secciones de la misma 
lesión. 
Evaluación del anticuerpo CD20: Para dicho AC se obtuvo un porcentaje global de linfocitos 
CD20+ sobre el total de los linfocitos mostrados en la laminilla y se hizo el recuento de células 
positivas para CD20 en el área de 1mm
2
 con mayor contenido de CD20+. 
Para el anticuerpo FoxP3 se efectuó el recuento de linfocitos (ya previamente descrito para los 
linfocitos con marcadores T) y se evaluó la inmunotinción de las células tumorales. 
La evaluación para el anticuerpo CCL27 se efectuó valorando el porcentaje de inmunotinción en los 
linfocitos, el porcentaje de inmunoreactividad en las células tumorales y el porcentaje e intensidad 
observado en las células de la epidermis (que se subdividió en 3 áreas: supratumoral, peritumoral y 
periférica), y estableciendo tres grados de intensidad (1, 2 y 3), multiplicando la intensidad por el 
porcentaje. 
 
2.3.5- Análisis estadístico: 
Los datos se han analizado empleando el sistema de análisis SPSS versión 19. 
 
Estadística descriptiva: 
Se emplea para estudiar los diferentes aspectos o caracteres referidos a un conjunto de elementos de 
naturaleza específica, y que reciben la denominación de variables. 
El primer paso para el estudio estadístico fue el análisis, en forma descriptiva, de las variables 
continuas (numéricas), determinándose la media, mediana, desviación estándar y rango de cada una 
de ellas. 
 
Estadística de inferencia: 
Permite extrapolar los resultados a la población que se está estudiando. Comprende las 
denominadas “pruebas paramétricas”, en las que la población estudiada sigue una distribución 
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normal, y las pruebas “no paramétricas”, que no son aplicables cuando la población que se desea 
analizar es demasiado pequeña, o la información disponible es insuficiente para comprobar la 
hipótesis de trabajo. Estas últimas pruebas permiten extrapolar los resultados de la muestra a la 
población total que es objeto del análisis. 
 
Prueba U de Mann-Whitney (MW) para dos muestras independientes: se ha empleado para 
contrastar la homogeneidad de la distribución de una variable, cuando menos ordinal, en dos 
muestras independientes. Esta prueba contrasta la hipótesis nula de que las muestras proceden de 
dos subpoblaciones en las que la probabilidad de obtener en la primera un resultado de X menor que 
en la segunda es igual a la probabilidad de obtener un resultado mayor (H0: Px1 < Px2 = Px1 > Px2). 
Si la probabilidad asociada al estadístico de contraste es menor que el nivel de significatividad, se 
rechaza la hipótesis nula a dicho nivel de significatividad. 
Regresión de Cox: Se emplea para poder determinar no sólo la relación entre la tasa de 
supervivencia y el tiempo, sino también la posible relación con diferentes variables registradas para 
cada sujeto. Permite, por tanto, calcular la tasa de mortalidad como una función del tiempo y de las 
variables pronóstico. En el modelo de Cox se analiza el producto de dos componentes, uno que 
depende del tiempo y otro que depende de las variables pronóstico o covariantes, y no depende el 
tiempo. 
En este modelo los riesgos para dos conjuntos diferentes de valores de los covariantes conservan la 
misma proporción a lo largo del tiempo; de ahí el nombre de modelos de riesgos proporcionales.  
Se empleó tanto en el estudio univariante como multivariante. 
 
Análisis de la proporción libre de enfermedad mediante el método de supervivencia de Kaplan-
Meier: Permite estudiar el comportamiento de la supervivencia. Esta metodología permite contrastar 
si los diferentes niveles de un determinado factor producen o no curvas de supervivencia 
significativamente distintas utilizando el test del logaritmo del rango. La elección de esta prueba 
concreta está fundamentada en un elevado número de casos censurados (libres de enfermedad o 
vivos). La variable “proporción libre de enfermedad” está definida como el tiempo total, expresado 
en meses, que transcurren desde el diagnóstico del tumor hasta que el paciente presenta un evento 
de recurrencia, en otro caso, hasta el último control de seguimiento que constata que el paciente 
permanece vivo. La curva de supervivencia representa la posibilidad de que un paciente permanezca 
libre de enfermedad un determinado tiempo tras el diagnóstico. El objetivo es obtener, mediante 
probabilidades condicionadas, una descripción más precisa de la evolución de la progresión de la 
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enfermedad a lo largo del tiempo. La particularidad del método de Kaplan-Meier frente a otras 
técnicas de cálculo de supervivencia es que las probabilidades se calculan en los instantes concretos 
de tiempo en que los pacientes recaen o fallecen, si hablamos de supervivencia global. 
 
El nivel de significatividad empleado en todos los análisis ha sido de 5% (α=0.05). Cualquier valor 
de probabilidad inferior a 0.05 es indicativo de una relación estadísticamente significativa.  
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3- RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL 
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3.1- RESULTADOS: 
 
El estudio incluyó finalmente 91 pacientes diagnosticados de melanoma cutáneo, registrados entre 
los años 1992 a 2002, con material biópsico suficiente incluido en parafina, archivado y disponible 
en el Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Clínico Universitario de Valencia, y con un 
seguimiento clínico apropiado de un mínimo de 10 años. 
En primer lugar analizaremos las características clínicas de los pacientes y posteriormente las 
características histológicas. 
 
3.1.1- Parámetros clínicos: 
 
3.1.1.1- Sexo: 
De los 91 casos analizados, 40 eran hombres y 51 mujeres. 
 
 
3.1.1.2- Edad: 
La edad de los pacientes se valoró en años en el momento del diagnóstico y estuvo comprendida 
entre los 21 y 87 años, con una edad media de 57,37 y una desviación típica de 17.99. 
 Pacientes con edades comprendidas entre 20-34 años: 12 (13%). 
 Pacientes con edades comprendidas entre 35-49 años: 21 (23%). 
 Pacientes con edades comprendidas entre 50-64 años: 22 (24%). 
 Pacientes con edades comprendidas entre 65-79 años: 25 (28%). 
 Pacientes con edad igual o mayor de 80 años: 11 (12%). 
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3.1.1.3- Localización de la lesión: 
La localización más frecuente fue en miembros inferiores (35%). 
Se establecieron 5 grupos anatómicos, obteniéndose los siguientes resultados: 
 Cabeza y cuello: 18. 
 Tronco (área anterior): 8. 
 Tronco (área posterior): 23. 
 Miembros superiores: 10. 
 Miembros inferiores: 32. 
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3.1.1.4- Existencia de progresión de la enfermedad: 
 Casos que presentaron  progresión de la enfermedad: 30. 
 Casos que no presentaron progresión de la enfermedad: 61. 
 
 
3.1.1.5- Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de la progresión de la enfermedad: 
El periodo de tiempo hasta la detección de la progresión de la enfermedad se sitúa entre 1 y 219 
meses, con una media de 106,76 y una desviación típica de 72,38. 
 
3.1.1.6- Existencia de recidiva local: 
 Casos que presentaron recidiva local: 14. 
 Casos que no presentaron recidiva local: 77. 
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3.1.1.7- Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de recidiva local: 
El periodo de tiempo hasta la detección de la recidiva local de la enfermedad se sitúa entre 0 y 80 
meses, con una media de 3,29 y una desviación típica de 11,72. 
 
3.1.1.8- Existencia de metástasis en tránsito: 
 Casos que presentaron metástasis en tránsito: 5. 
 Casos que no presentaron metástasis en tránsito: 86. 
 
 
 
3.1.1.9- Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de la metástasis en tránsito: 
El periodo de tiempo hasta la detección de la metástasis en tránsito de la enfermedad se sitúa entre 0 
y 80 meses, con una media de 2,20 y una desviación típica de 12,15. 
 
3.1.1.10- Existencia de metástasis ganglionar: 
 Casos que presentaron metástasis ganglionar: 19. 
 Casos que no presentaron metástasis ganglionar: 72. 
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3.1.1.11- Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de la metástasis ganglionar: 
El periodo de tiempo hasta la detección de la presencia de metástasis ganglionar se sitúa entre 0 y 
95 meses, con una media de 5,37 y una desviación típica de 14,94. 
 
3.1.1.12- Existencia de metástasis a distancia: 
 Casos que presentaron metástasis a distancia: 16. 
 Casos que no presentaron metástasis a distancia: 75. 
 
 
 
3.1.1.13- Tiempo expresado en meses hasta el diagnóstico de la metástasis a distancia: 
El periodo de tiempo hasta la detección de la presencia de metástasis a distancia se sitúa entre 0 y 
188 meses, con una media de 8,67 y una desviación típica de 25,03. 
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3.1.1.14- Supervivencia a melanoma cutáneo: 
 Casos que fallecieron por melanoma: 19. 
 Casos que no fallecieron por melanoma: 72. 
 
 
 
 
3.1.1.15- Tiempo de supervivencia expresado en meses desde el diagnóstico de la lesión 
primitiva: 
El periodo de tiempo de supervivencia se sitúa entre 10 y 219 meses, con una media de 128,95 y 
una desviación típica de 57,59. 
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3.1.2- Parámetros histológicos: 
 
3.1.2.1- Tipo histológico: 
 Melanoma de extensión superficial: 52. 
 Melanoma tipo/sobre léntigo maligno: 10. 
 Melanoma nodular: 11. 
 Melanoma lentiginoso acro: 14. 
 Otros tipos de melanoma: 4. 
 
 
 
3.1.2.2- Fase de crecimiento radial: 
 Casos que presentaron fase de crecimiento radial: 77. 
 Casos que no presentaron fase de crecimiento radial: 14. 
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3.1.2.3- Fase de crecimiento vertical: 
 Casos que presentan fase vertical: 47. 
 Casos que no presentan fase vertical: 44. 
 
 
 
 
 
3.1.2.4- Espesor en mm (Breslow): 
Los valores observados para el espesor en mm (Breslow) fueron de 48 casos menores o iguales a 
1mm y 43 casos mayores de 1 mm, con valores comprendidos entre 0,10 mm y 9,87 mm, con una 
media de 1,612 y una desviación típica de 1,80. 
 Casos que presentaron grosor en mm menor o igual a 1: 48. 
 Casos que presentaron grosor en mm entre 1.01 y 2.00: 21. 
 Casos que presentaron grosor en mm entre 2.01 y 4.00: 12. 
 Casos que presentaron grosor en mm mayor de 4.00: 10. 
 
 
3.1.2.5- Nivel de Clark: 
 Casos con nivel I: 0. 
 Casos con nivel II: 27. 
 Casos con nivel III: 35. 
 Casos con nivel IV: 22. 
 Casos con nivel V: 7. 
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3.1.2.6- Presencia de ulceración: 
 Casos que presentaron ulceración: 17. 
 Casos que no presentaron ulceración: 74. 
 
 
 
3.1.2.7- Diámetro de la ulceración, medida en mm: 
El tamaño de la ulceración, estudiado en los 91 casos, se sitúa entre valores de 0 y 12 mm, con una 
media de 0.79 y una desviación típica de 2.21. 
 Casos que no presentaron ulceración: 74. 
 Casos con ulceración menor a 5 mm: 12. 
 Casos con ulceración igual o mayor de 5mm: 5. 
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3.1.2.7- Número de mitosis por mm
2
: 
Los casos estudiados presentaron un número variable de mitosis comprendido entre 0 y 30 mitosis, 
con una media de 2.31 y una desviación típica de 4.36. 
 Casos que no presentaron mitosis: 48. 
 Casos con número de mitosis menor a 5: 30. 
 Casos con número de mitosis mayor a 5: 13. 
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3.1.2.9- Existencia de regresión: 
 Casos que no presentaron regresión: 31. 
 Casos que presentaron una regresión menor del 50%: 45. 
 Casos que presentaron una regresión igual o mayor al 50%: 15. 
 
 
 
3.1.2.10- Presencia de infiltrado linfocitario peritumoral (ILP): 
 Ausencia de infiltrado linfocitario peritumoral: 3. 
 Infiltrado linfocitario peritumoral discontinuo: 69. 
 Infiltrado linfocitario peritumoral denso: 19. 
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3.1.2.11- Presencia de infiltrado linfocitario intratumoral (ILI): 
 Ausencia de infiltrado linfocitario intratumoral: 8. 
 Infiltrado linfocitario intratumoral débil: 55. 
 Infiltrado linfocitario intratumoral moderado: 13. 
 Infiltrado linfocitario intratumoral intenso: 11. 
 Infiltrado linfocitario intratumoral muy intenso: 4. 
 
 
3.1.2.12- Presencia de satelitosis: 
 Pacientes que presentaron satelitosis: 4. 
 Pacientes que no presentaron satelitosis: 87. 
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3.1.2.13- Presencia de lesión melanocítica asociada (LMA): 
 Casos sin lesión melanocítica asociada: 83. 
 Casos con nevus melanocítico asociado: 5. 
 Casos con nevus atípico asociado: 3. 
 
 
3.1.2.14- Tipo celular predominante en la lesión primaria: 
 Epitelioide: 84. 
 Fusocelular: 7. 
 
3.1.2.15- Presencia de elastosis actínica (EA): 
 Casos en los que se observa elastosis actínica: 12. 
 Casos en los que no se observa elastosis actínica: 79. 
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3.1.3- Parámetros inmunohistoquímicos: 
 
3.1.3.1- CD20: 
 
El estudio cuantitativo de linfocitos positivos para CD20 mostró resultados comprendidos entre 0 y 
600 linfocitos, con una media de 93,62 y una desviación típica de 132,75.  
 Casos con número de linfocitos CD20+ menor o igual de 50: 52. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD20+ entre 51-150: 22. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD20+ entre 151-300: 11. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD20+ mayor a 301: 6. 
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3.1.3.2- CD3: 
 
El estudio de linfocitos positivos para CD3 mostró resultados comprendidos entre 50 y 1800 
linfocitos, con una media de 453,30 y una desviación típica de 299,16. En los casos de nuestro 
estudio se comprobó una presencia de linfocitos T muy superior a linfocitos B. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD3+ menor o igual a 250: 27. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD3+ entre 251-500: 37. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD3+ entre 501-750: 12. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD3+ entre 751-1000: 11. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD3+ mayor a 1000: 4. 
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3.1.3.3- CD4: 
 
El estudio de linfocitos positivos para CD4 mostró resultados comprendidos entre 0 y 200 
linfocitos, con una media de 7,29 y una desviación típica de 21,89. En los casos de nuestro estudio 
se comprobó una presencia de linfocitos T CD8+ muy superior a los CD4+. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD4+ menor o igual a 5: 63. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD4+ entre 6-10: 16. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD4+ entre 11-20: 8. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD4+ entre 21-30: 1. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD4+ mayor a 30: 3. 
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3.1.3.4- CD8: 
 
El estudio de linfocitos positivos para CD8 mostró resultados comprendidos entre 10 y 890 
linfocitos, con una media de 244,66 y una desviación típica de 173,16. En los casos de nuestro 
estudio se comprobó una presencia de linfocitos T CD8+ muy superior a los CD4+. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD8+ menor o igual a 200: 48. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD8+ entre 201-400: 27. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD8+ entre 401-600: 14. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD8+ entre 601-800: 1. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD8+ mayor a 800: 1. 
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3.1.3.5- CD25: 
 
El estudio de linfocitos positivos para CD25 mostró resultados comprendidos entre 0 y 150 
linfocitos, con una media de 24,62 y una desviación típica de 26,37.  
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD25+ menor o igual a 10: 30. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD25+ entre 11-20: 23. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD25+ entre 21-30: 16. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD25+ entre 31-45: 9. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD25+ mayor 45: 13. 
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3.1.3.6- CD134: 
 
El estudio de linfocitos positivos para CD134 mostró resultados comprendidos entre 0 y 110 
linfocitos, con una media de 24,51 y una desviación típica de 22,74. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD134+ menor o igual a 10: 29. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD134+ entre 11-20: 18. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD134+ entre 21-30: 19. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD134+ entre 31-45: 13. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD134+ mayor a 45: 12. 
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3.1.3.7- FoxP3: 
 
El estudio de linfocitos positivos para FoxP3 mostró resultados comprendidos entre 0 y 250 
linfocitos, con una media de 65,99 y una desviación típica de 58,34.  
 Casos que presentaron un número de linfocitos FoxP3+ menor o igual a 25: 27. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos FoxP3+ entre 26-50: 21. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos FoxP3+ entre 51-75: 10. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos FoxP3+ entre 76-100: 13. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos FoxP3+ mayor a 100: 20. 
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3.1.3.8- CD56: 
 
El estudio de linfocitos positivos para CD56 mostró resultados comprendidos entre 0 y 27 
linfocitos, con una media de 2,64 y una desviación típica de 4,97.  
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD56+ menor o igual a 5: 76. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD56+ entre 6-10: 8. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD56+ entre 11-15: 4. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD56+ entre 16-20: 1. 
 Casos que presentaron un número de linfocitos CD56+ mayor a 20: 2. 
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3.1.3.9- CCL27 en linfocitos (C27L): 
 
El estudio de la positividad de CCL27 en linfocitos se efectuó midiendo el porcentaje de 
inmunotinción de los mismos, mostrando una positividad entre el 0% y el 100%, con una media de 
54,54 y una desviación típica de 34,48.  
 Casos que presentaron un porcentaje menor del 25%: 25. 
 Casos que presentaron un porcentaje entre 26-50%: 15. 
 Casos que presentaron un porcentaje entre 51-75%: 11. 
 Casos que presentaron un porcentaje mayor del 75%: 40. 
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3.1.3.10- CCL27 en células tumorales (C27CT): 
 
El estudio de la positividad de CCL27 en la masa tumoral se efectuó midiendo el porcentaje de 
positividad de las células tumorales, mostrando una positividad entre el 0% y el 100%, con una 
media de 69,82 y una desviación típica de 35,26.  
 Casos que presentaron un porcentaje menor del 25%: 18. 
 Casos que presentaron un porcentaje entre 26-50%: 6. 
 Casos que presentaron un porcentaje entre 51-75%: 11. 
 Casos que presentaron un porcentaje mayor del 75%: 56. 
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3.1.3.11- CCL27 en epitelio supratumoral (C27ES): 
 
El estudio de la positividad de CCL27 en el epitelio supratumoral se efectuó midiendo la intensidad 
de la tinción (0: negativa; 1: débil; 2: moderada; 3: intensa) y multiplicándolo por el porcentaje de 
positividad en las células epidérmicas supratumorales, mostrando unos valores entre 0 y 300, con 
una media de 149,18 y una desviación típica de 115,52.  Estadísticamente se obtuvieron 3 grupos 
con significación estadística 
 Casos con puntuación entre 0-99: 38. 
 Casos con puntuación entre 100-199: 13. 
 Casos con puntuación entre 200-300: 40. 
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3.1.3.12- CCL27 en epitelio peritumoral (C27EP): 
 
El estudio de la positividad de CCL27 en el epitelio peritumoral se efectuó midiendo la intensidad 
de la tinción (0: negativa; 1: débil; 2: moderada; 3: intensa) y multiplicándolo por el porcentaje de 
positividad en las células epidérmicas peritumorales, mostrando unos valores entre 0 y 300, con una 
media de 124,45 y una desviación típica de 117,40.  Estadísticamente se obtuvieron 3 grupos con 
significación estadística. 
 Casos con puntuación entre 0-99: 46. 
 Casos con puntuación entre 100-199: 12. 
 Casos con puntuación entre 200-300: 33. 
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3.1.3.13- CCL27 en epitelio periférico (C27PF): 
 
El estudio de la positividad de CCL27 en el epitelio periférico se efectuó midiendo la intensidad de 
la tinción (0: negativa; 1: débil; 2: moderada; 3: intensa) y multiplicándolo por el porcentaje de 
positividad en las células epidérmicas periféricas, mostrando unos valores entre 0 y 300, con una 
media de 98,13 y una desviación típica de 117,33.  Estadísticamente se obtuvieron 3 grupos con 
significación estadística. 
 Casos con puntuación entre 0-99: 56. 
 Casos con puntuación entre 100-199: 10. 
 Casos con puntuación entre 200-300: 25. 
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3.1.3.14- Porcentaje de linfocitos CD20+: 
 
Se efectuó un estudio del porcentaje total de linfocitos CD20+ observado en la laminilla estudiada 
de cada tumor respecto al porcentaje de linfocitos CD3+, observándose un claro predominio de 
linfocitos CD3+. Los valores de porcentaje para linfocitos CD20+ variaron entre 0% y 50%, con 
una media de 11,16 y una desviación típica de 11,88. El estudio estadístico mostró 3 grupos con 
significación estadística. 
 Casos con porcentaje de CD20 entre 0-4%: 32. 
 Casos con porcentaje de CD20 entre 5-15%: 38. 
 Casos con porcentaje de CD20 mayor de 15%: 21. 
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3.1.4- Estudio estadístico de todos los casos  
 
 - Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con la progresión del melanoma: 
 Se obtuvieron los siguientes resultados destacables:  
1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se correlaciona directamente 
con la progresión del melanoma rozando la significatividad estadística. 
2. Una mayor expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia con la ausencia de 
progresión de melanoma.  
3. El resto de variables independientes no clásicas incluidas en nuestro estudio no mostraron 
asociaciones estadísticamente significativas para progresión de la enfermedad. Sí lo hicieron 
las variables clásicas Breslow, presencia de ulceración, tamaño de la úlcera, número de 
mitosis, satelitosis, edad, crecimiento radial y crecimiento vertical. 
 
VARIABLE P 
Porcentaje CD20   0,058 
 
CCL27 epitelio supratumoral   0,012 
 
CD20 
CD3 
CD4 
CD8 
CD25 
CD134 
FOXP3 
CD56 
CCL27 LINFOCITOS (LINF) 
CCL27 TUMOR (TUM) 
CCL27 EPITELIO PERITUMORAL (EP) 
CCL27 EPITELIO PERIFÉRICO (PF) 
 
  0,161 
  0,816 
  0,699 
  0,876 
  0,133 
  0,104 
  0,645 
  0,478 
  0,170 
  0,192 
  0,569 
  0,396 
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- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con la mortalidad por melanoma: 
 Se efectuó el estudio de todas las variables independientes clínicas e histológicas, 
obteniéndose los siguientes resultados destacables:  
1. La mayor expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a una mayor 
supervivencia. 
2. El resto de variables independientes no clásicas incluidas en nuestro estudio no mostraron 
asociaciones estadísticamente significativas para progresión de la enfermedad. Sí lo hicieron 
las variables clásicas Breslow, presencia de ulceración, tamaño de la úlcera, número de 
mitosis, Clark, satelitosis, crecimiento radial y crecimiento vertical 
 
VARIABLE P 
CCL27  epitelio supratumoral   0,045 
 
CD20 
CD3 
CD4 
CD8 
CD25 
CD134 
FOXP3 
CD20% 
CD56 
CCL27 (LINF) 
CCL27 (TUM) 
CCL27 (EP) 
CCL27 (PF) 
  0,244 
  0,479 
  0,247 
  0,446 
  0,295 
  0,703 
  0,476 
  0,086 
  0,775 
  0,668 
  0,314 
  0,772 
  0,420 
 
 
- Estudio univariante (regresión Cox) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el tiempo libre de enfermedad (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio de todas las variables independientes clínicas e histológicas, 
obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a un menor tiempo 
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libre de enfermedad. 
2. Una mayor expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia con un mayor tiempo 
libre de enfermedad. 
3. El resto de variables independientes no clásicas incluidas en nuestro estudio no mostraron 
asociaciones estadísticamente significativas para progresión de la enfermedad. Sí lo hicieron 
las variables clásicas Breslow, presencia de ulceración, tamaño de la úlcera, satelitosis, tipo 
histológico nodular, Clark, crecimiento radial, crecimiento vertical y edad. 
 
VARIABLE p 
Porcentaje CD20   0,024 
 
CCL27 epitelio supratumoral   0,004 
 
CD20 
CD3 
CD4 
CD8 
CD25 
CD134 
FOXP3 
CD56 
CCL27 (LIN) 
CCL27 (TUM) 
CCL27 (EP) 
CCL27 (PF) 
  0,393 
  0,897 
  0,425 
  0,501 
  0,143 
  0,163 
  0,747 
  0,918 
  0,098 
  0,130 
  0,314 
  0,289 
 
 
- Estudio univariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio de todas las variables independientes clínicas e histológicas, 
obteniéndose los siguientes resultados destacables:  
1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a un menor tiempo de 
supervivencia para melanoma. 
2. Una mayor expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a un mayor tiempo de 
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supervivencia para melanoma. 
3. El resto de variables independientes no clásicas incluidas en nuestro estudio no mostraron 
asociaciones estadísticamente significativas para progresión de la enfermedad. Sí lo hicieron 
las variables clásicas Breslow, presencia de ulceración, tamaño de la úlcera, número de 
mitosis, Clark, satelitosis, crecimiento radial y crecimiento vertical. 
 
 
VARIABLE p 
Porcentaje CD20   0,015 
 
CCL27 epitelio supratumoral   0,009 
 
CD20 
CD3 
CD4 
CD8 
CD25 
CD134 
FOXP3 
CD56 
CCL27 (LIN) 
CCL27 (TUM) 
CCL27 (EP) 
CCL27 (PF) 
  0,465 
  0,512 
  0,267 
  0,225 
  0,491 
  0,420 
  0,971 
  0,925 
  0,416 
  0,117 
  0,238 
  0,129 
 
 
- Estudio multivariante (regresión logística) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con la progresión del melanoma: 
 Se efectuó el estudio combinando las diferentes variables independientes clínicas e 
histológicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
 Crecimiento vertical. 
 CCL27 en epitelio supratumoral combinado con crecimiento vertical. 
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VARIABLE p 
Crecimiento 
vertical 
  0,001 
 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
asociado a 
crecimiento 
vertical 
  0,007 
 
 
  0,001 
 
- Estudio multivariante (regresión de Cox) para evaluar el fallecimiento por melanoma: 
 Se efectuó el estudio combinando las diferentes variables independientes clínicas e 
histológicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
 Crecimiento vertical. 
 CCL27 supratumoral combinado con fase de crecimiento vertical. 
 
 
VARIABLE p 
Crecimiento 
vertical 
  0,004 
 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
asociado a  
crecimiento 
vertical 
  0,016 
 
 
  0,002 
 
 
- Estudio multivariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con la progresión de melanoma en el tiempo (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio combinando las diferentes variables independientes clínicas e 
histológicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
 Diámetro de la úlcera. 
 CCL27 en el epitelio supratumoral y tamaño de la úlcera. 
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VARIABLE p 
Diámetro úlcera   0,001 
 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
asociado a  
tamaño de la 
úlcera 
  0,005 
 
 
  0,001 
 
- Estudio multivariante (regresión de Cox) para evaluar asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio combinando las diferentes variables independientes clínicas e 
histológicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
 Tamaño de la úlcera. 
 CCL27 en el epitelio supratumoral y tamaño de la úlcera. 
 
VARIABLE P 
Tamaño de la 
úlcera 
  0,001 
 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
asociado a  
tamaño de la 
úlcera 
  0,005 
 
 
  0,001 
 
 
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el desarrollo de recidiva local de melanoma: 
 Se efectuó el estudio de todas las variables independientes clínicas e histológicas, 
obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
1. Una mayor presencia de linfocitos CD25+ se asocia a menor recidiva local. 
2. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a mayor recidiva de 
melanoma. 
3. Una mayor expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia con una menor 
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recidiva de melanoma. 
4. El resto de variables independientes no clásicas incluidas en nuestro estudio no mostraron 
asociaciones estadísticamente significativas para progresión de la enfermedad. Sí lo hicieron 
las variables clásicas Breslow y Clark. 
 
VARIABLE P 
CD25   0,005 
 
Porcentaje CD20   0,021 
 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
  0,002 
 
CD20 
CD3 
CD4 
CD8 
CD134 
FOXP3 
CD56 
CCL27 (LIN) 
CCL27 (TUM) 
CCL27 (EP) 
CCL27 (PF) 
  0,647 
  0,070 
  0,318 
  0,112 
  0,519 
  0,095 
  0,896 
  0,095 
  0,127 
  0,143 
  0,297 
  
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el desarrollo de metástasis ganglionar por melanoma: 
 Se efectuó el estudio de todas las variables independientes clínicas e histológicas, 
obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia al desarrollo de 
metástasis ganglionar por melanoma. 
2. El resto de variables independientes no clásicas incluidas en nuestro estudio no mostraron 
asociaciones estadísticamente significativas para progresión de la enfermedad. Sí lo hicieron 
las variables clásicas Breslow, presencia de ulceración, tamaño de la úlcera, número de 
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mitosis, Clark y crecimiento vertical. 
 
 
VARIABLE P 
Porcentaje CD20   0,033 
 
CD20 
CD3 
CD4 
CD8 
CD25 
CD134 
FOXP3 
CD56 
CCL27 (LIN) 
CCL27 (TUM) 
CCL27 EPITELIO SUPRATUMORAL (ES) 
CCL27 (EP) 
CCL27 (PF) 
  0,091 
  0,646 
  0,608 
  0,930 
  0,323 
  0,446 
  0,423 
  0,273 
  0,357 
  0,882 
  0,132 
  0,957 
  0,944 
 
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el desarrollo de metástasis a distancia por melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. Por el 
contrario sí lo hicieron las variables clásicas Breslow, presencia de ulceración, tamaño de la úlcera, 
número de mitosis, Clark y crecimiento vertical. 
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3.1.5- Estudio estadístico de casos de melanomas gruesos (Breslow mayor o igual a 1mm): 
 
 - Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con la progresión de melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con la mortalidad por melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio univariante (regresión Cox) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con la progresión de melanoma en el tiempo (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio de todas las variables independientes clínicas e histológicas, 
obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
1. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a una progresión más 
rápida del melanoma. 
2. Una mayor expresión de CCL27 en la masa tumoral se asocia a una progresión más lenta del 
melanoma. 
3. Una mayor expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a una progresión más 
lenta del melanoma. 
4. El resto de variables independientes no clásicas incluidas en nuestro estudio no mostraron 
asociaciones estadísticamente significativas para progresión de la enfermedad. 
 
 
VARIABLE p 
Porcentaje CD20   0,019 
 
CCL27 epitelio supratumoral   0,004 
 
CCL27 en masa tumoral   0,043 
 
CD20 
CD3 
  0,686 
  0,363 
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CD4 
CD8 
CD25 
CD134 
FOXP3 
CD56 
CCL27 (LIN) 
CCL27 (EP) 
CCL27 (PF) 
  0,205 
  0,074 
  0,084 
  0,688 
  0,290 
  0,753 
  0,135 
  0,285 
  0,558 
 
- Estudio univariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio de todas las variables independientes clínicas e histológicas, 
obteniéndose los siguientes resultados destacables:  
1. Una mayor cantidad de linfocitos TCD8+ se asocia a un mayor tiempo de supervivencia 
rozando la significatividad estadística. 
2. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 (variable CD20%) se asocia a menor tiempo de 
supervivencia para melanoma. 
3. Una mayor expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a mayor tiempo de 
supervivencia para melanoma. 
4. El resto de variables independientes no clásicas incluidas en nuestro estudio no mostraron 
asociaciones estadísticamente significativas para progresión de la enfermedad. 
 
 
VARIABLE p 
Porcentaje CD20   0,02 
 
CCL27 epitelio supratumoral   0,015 
 
Mayor presencia de TCD8   0,055 
 
CD20 
CD3 
  0,761 
  0,300 
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CD4 
CD25 
CD134 
FOXP3 
CD56 
CCL27 (LIN) 
CCL27 (TUM) 
CCL27 (EP) 
CCL27 (PF) 
  0,084 
  0,400 
  0,862 
  0,505 
  0,995 
  0,728 
  0,063 
  0,202 
  0,253 
 
- Estudio multivariante (regresión logística) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con la progresión del melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio multivariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con la mortalidad por melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio multivariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con la progresión de melanoma en el tiempo (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio combinando las diferentes variables independientes clínicas e 
histológicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
 CCL27 en epitelio supratumoral. 
 CCL27 en el epitelio supratumoral combinado con el tamaño de la úlcera. 
 
VARIABLE P 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
  0,004 
 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
asociado a  
tamaño de la 
úlcera 
  0,007 
 
 
  0,049 
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- Estudio multivariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio combinando las diferentes variables independientes clínicas e 
histológicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
 CCL27 en epitelio supratumoral. 
 CCL27 supratumoral combinado con tamaño de la úlcera. 
 
VARIABLE P 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
  0,015 
 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
asociado a 
tamaño de la 
úlcera 
  0,013 
 
 
  0,028 
 
 
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el desarrollo de recidiva local de melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
  
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el desarrollo de metástasis ganglionar por melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el desarrollo de metástasis a distancia por melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas.  
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3.1.6- Estudio estadístico de casos de melanomas delgados (Breslow menor de 1mm): 
  
 - Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con la progresión de melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el fallecimiento por melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio univariante (regresión Cox) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con la progresión de melanoma en el tiempo (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio de todas las variables independientes clínicas e histológicas, 
obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
1. Una mayor expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a una progresión más 
lenta para melanoma. 
2. No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
VARIABLE p 
CCL27 epitelio supratumoral   0,035 
 
CD20 
CD3 
CD4 
CD8 
CD25 
CD134 
FOXP3 
CD20% 
CD56 
CCL27 (LIN) 
CCL27 (TUM) 
CCL27 (EP) 
CCL27 (PF) 
  0,508 
  0,884 
  0,716 
  0,814 
  0,387 
  0,319 
  0,794 
  0,791 
  0,633 
  0,105 
  0,175 
  0,123 
  0,133 
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- Estudio univariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio de todas las variables independientes clínicas e histológicas, 
obteniéndose los siguientes resultados destacables:  
1. Una mayor expresión de CCL27 en la masa tumoral se asocia a mayor tiempo de 
supervivencia para melanoma. 
2. Una mayor expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se asocia a mayor tiempo de 
supervivencia próximo a la significatividad estadística. 
3. No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
VARIABLE p 
CCL27 masa tumoral   0,049 
 
CCL27 epitelio supratumoral   0,087 
 
CD20 
CD3 
CD4 
CD8 
CD25 
CD134 
FOXP3 
CD20% 
CD56 
CCL27 (LIN) 
CCL27 (EP) 
CCL27 (PF) 
  0,459 
  0,543 
  0,230 
  0,393 
  0,819 
  0,904 
  0,417 
  0,527 
  0,615 
  0,063 
  0,155 
  0,335 
 
- Estudio multivariante (regresión logística) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con la progresión del melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio multivariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
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parámetros estudiados con el fallecimiento por melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio multivariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con la progresión de melanoma en el tiempo (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio combinando las diferentes variables independientes clínicas e 
histológicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
 CCL27 en epitelio supratumoral. 
 
VARIABLE p 
CCL27 epitelio 
supratumoral 
  0,035 
 
  
- Estudio multivariante (regresión de Cox) para evaluar la asociación de los distintos 
parámetros estudiados con el tiempo de supervivencia para melanoma (medido en meses): 
 Se efectuó el estudio combinando las diferentes variables independientes clínicas e 
histológicas, obteniéndose los siguientes resultados destacables: 
 CCL27 en espesor del tumor. 
 CCL27 en espesor del tumor combinado con FOXP3 en linfocitos, ninguno de ellos con 
resultado estadísticamente significativo. 
 
VARIABLE p 
CCL27 masa 
tumoral 
  0,049 
 
CCL27 masa 
tumoral  
asociado a 
FOXP3 en 
linfocitos 
  0,082 
 
 
  0,117 
 
 
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el desarrollo de recidiva local de melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
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- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el desarrollo de metástasis ganglionar por melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
 
- Estudio univariante (Mann-Whitney) para evaluar la asociación de los distintos parámetros 
estudiados con el desarrollo de metástasis a distancia por melanoma: 
 No se observó relación estadísticamente significativa para las variables no clásicas. 
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3.1.7- Funciones de supervivencia de Kaplan-Meier: 
 
Las curvas de supervivencia nos revelan resultados destacables para las variables CCL27 
supratumoral y CD20%, tanto en tiempo de supervivencia como en tiempo de progresión. 
 
Para dichos parámetros se han establecidos los siguientes grupos: 
 
 CCL27 en epitelio supratumoral: 
 
1: CCL27 con valores entre 0-99 
2: CCL27 con valores entre 100-199 
3: CCL27 con valores entre 200-300 
 
 CD20 (%) 
 
1: Valores comprendidos entre 0-5% 
2: Valores comprendidos entre 5,01-15% 
3: Valores mayores a 15% 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Población total     Población total 
 P = 0,005      P = 0,002 
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Población total      Población: Breslow > 1 mm 
P = 0,120       P = 0,049 
 
 
 
 
Población: Breslow > 1mm     Población : Breslow > 1mm 
P = 0,013       P = 0,026 
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Población: Breslow < 1mm     Población eliminando tipo histol. 2 
P = 0,021       P = 0,0005 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Población eliminando tipo histol. 2 
P = 0,001 
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3.2- DESARROLLO ARGUMENTAL 
 
 El valor pronóstico de la cuantificación global de los infiltrados linfocitarios en el melanoma 
cutáneo primario ha sido analizado previamente con resultados muy diversos. En la tabla expuesta a 
continuación se resumen los principales estudios de este tipo realizados hasta la fecha, con los 
resultados más relevantes: 
Autores  Resultados Conclusiones 
Clark et al. 
(1969
120
) 
Destacan la presencia de 
infiltrados linfocitarios en el 
melanoma cutáneo primario. 
 
Day et al. (1981
124
) Evalúan la presencia y el 
número de TIL 
A mayor número de TIL, mejor 
pronóstico 
Clark et al. 
(1989
121
) 
Clasifican los TIL en: ausente / 
no abundante / abundante 
Valor pronóstico en fase vertical, pero 
no en fase radial 
Clemente et al. 
(1996
122
) 
Observan el impacto de los TIL 
en melanomas con grosores 
comprendidos entre 1,7 y 6 mm 
A mayor infiltrado linfocitario, mejor 
pronóstico. El significado pronóstico 
se pierde con grosores >6 mm 
Taylor et al. 
(2007
205
) 
Analizan la relación entre el 
número de TIL y la positividad 
del ganglio centinela 
Negatividad de ganglio centinela a 
mayor número de TIL. No se observa 
relación con supervivencia 
Azimi et al. 
(2012
207
) 
Estudian la relación entre 
número de TIL con 
supervivencia y positividad del 
ganglio centinela 
Pacientes con TIL grado 3 poseen 
mejor pronóstico. 
 
En nuestro estudio se ha efectuado la cuantificación del número total de linfocitos, medidos en el 
área de 1 mm
2
 con mayor infiltración linfocitaria para cada lesión, sin haber mostrado significado 
pronóstico. En cuanto a la cuantificación por separado de los TIL intratumorales y  peritumorales, 
no mostró tampoco resultados significativos en relación con el pronóstico. 
La cuantificación global de los TIL en los melanomas delgados (<1mm)  en los gruesos (>1mm),  y 
en relación con las fases de crecimiento radial y vertical tampoco mostró valor pronóstico 
significativo, ni en el estudio univariante ni en el multivariante. 
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3.2.1- TIPIFICACION DEL INFILTRADO LINFOCITARIO 
 
No sólo el número y la disposición de los TIL ha sido objeto de estudio anteriormente. Algunos 
autores han analizado las distintas subpoblaciones de linfocitos presentes en el infiltrado linfocitario 
tumoral, con el objetivo de comprobar si, para lesiones similares, algún tipo particular de población 
linfocitaria pudiera influir en el diferente comportamiento clínico de éstas. En la mayoría de 
estudios previos se observa un predominio de linfocitos T sobre linfocitos B,
147,148,149
 siendo escasos 
los estudios con predominio de los linfocitos B.
177,184,185,186
 Del mismo modo, los linfocitos T han 
sido estudiados dividiéndolos en CD4 y CD8, observándose en los estudios anteriores un 
predominio de la población de linfocitos CD8 citotóxicos respecto a los CD4.
165,166,167,168 
Nuestro estudio valoró la cantidad de linfocitos T y B en el área de 1 mm
2 
con mayor concentración 
de TIL. Asimismo se determinó el porcentaje de linfocitos B y de linfocitos T sobre el total de TIL 
de la lesión.  Los linfocitos T fueron subclasificados en CD4 y CD8.  
El estudio del número total de linfocitos T y B en un área determinada evidenció un predominio de 
linfocitos T, y dentro de estos, del subgrupo CD8. La valoración estadística  no nos proporcionó 
ninguna correlación significativa en relación con el pronóstico.  
No obstante, al considerar el porcentaje de linfocitos B sobre el total de linfocitos, pudimos apreciar 
una evidente repercusión, tanto en lo referente a la supervivencia como a la progresión de la 
enfermedad. Así, aquellos pacientes cuyo porcentaje de TIL CD20+ era mayor, presentaban un peor 
pronóstico que los pacientes cuyo porcentaje de TIL CD20+ era menor. Las curvas de supervivencia 
mostraron resultados que indican un menor tiempo de supervivencia al aumentar el porcentaje de 
TIL CD20. 
Estos datos orientan hacia la importancia, no tanto del número total de linfocitos, sino del 
porcentaje total de linfocitos CD20+. Dicho resultado podría deberse, bien a la incapacidad de 
acción citotóxica por parte de los linfocitos B (a diferencia de los T CD8), o bien a una inhibición 
de la respuesta inmune por parte de los linfocitos CD20+.  
En función de nuestros resultados, un mayor número de linfocitos T no mejoraría el pronóstico de 
los pacientes con melanoma primario cutáneo. Sin embargo, un mayor porcentaje de linfocitos B 
respecto del total de los TIL sí conllevaría un peor pronóstico. 
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3.2.2- ACTIVACIÓN LINFOCITARIA  
 
Pese a tener un importante infiltrado linfocitario, muchos casos de melanoma cutáneo progresan 
hacia una enfermedad letal. Las células tumorales son células autólogas y su inmunogenicidad es 
débil cuando se la compara con los antígenos que provienen del exterior. Además, las células 
tumorales secretan factores solubles que inducen fallos en la respuesta del huésped, produciendo la 
tolerancia a las mismas. Estos datos han propiciado estudios, con resultados similares a los nuestros, 
que propugnan que la detección de TIL por sí misma puede no ser un marcador sensible de 
respuesta immune y, por contra, el estado de su activación sí podría serlo.
116
 Entre los factores de 
activación estudiados anteriormente, destacan CD25 y CD134.
195,196,197,198,199
  
Diversos estudios han  demostrado que la densidad del infiltrado linfocitario que expresan estas 
moléculas tiene un impacto significativo en la supervivencia de los pacientes.
195,196,197,199
 Pacientes 
con elevada densidad peritumoral de linfocitos CD25+ o CD134+ poseen mayor supervivencia al 
compararlos con los que poseen menor número de este tipo de células. La importancia para CD25 
es significativa solamente en pacientes con un grosor de melanoma mayor de 1mm.
199
  
Nuestros resultados no mostraron valor pronóstico significativo para ninguno de los dos marcadores 
de actividad linfocitaria empleados, ni en términos de progresión de la enfermedad ni de 
supervivencia, tanto en el estudio univariante como en el multivariante. 
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3.2.3- LINFOCITOS REGULADORES 
 
No solamente el estado de activación linfocitario es importante. Asimismo, podemos encontrar 
factores en el microambiente tumoral que pueden restringir la intensidad y magnitud de las 
reacciones citotóxicas en el huésped. Entre ellas destaca una pequeña población de células T 
reguladoras (Tregs) que transcriben el factor FoxP3.
215,216,217,218,219 
Característicamente, los Tregs son un tipo de linfocitos CD4+ que expresan CD25 y FoxP3, 
considerándose éste último el marcador más apropiado para definir a las células Tregs. 
Se ha observado que el número de Tregs se encuentra claramente elevado en sangre periférica de 
pacientes con cáncer. Ello implica que las células neoplásicas escapen de las funciones de las 
células T efectoras, o bien que las propias células T efectoras sean incapaces de ser estimuladas por 
el antígeno o por su función, permaneciendo en un estado de anergia.
160,238,239
 Las células y el 
estroma tumorales desarrollan vías para, de forma directa o indirecta, causar anergia en las células T 
efectoras, observándose con frecuencia células T CD4+ y CD25+ en tales circunstancias.
237,241
  
Se ha observado que, en el melanoma cutáneo, los pacientes con enfermedad metastásica poseen 
mayores cantidades de células Tregs comparadas con controles normales.
243
 Sin embargo, las 
células CD25+ FoxP3+, que se encuentran presentes en todo el espectro de lesiones melanocíticas, 
son menos numerosas o casi indetectables en los nevos melanocíticos.
244 
Aunque, en ratones, FOXP3 está únicamente asociado a regulación, en humanos se cree que está 
siempre asociada con la capacidad supresora de las células T. Por lo tanto, en humanos, la 
caracterización de las células Tregs necesita de la combinación de anticuerpos frente a CD25+ y a 
FOXP3+.
245 
Las células T reguladoras FoxP3+ inhiben a las células específicas CD8+ y limitan el efecto de la 
función de las células NK y NKT.
259,260
 La importancia clínica de las células Tregs que suprimen 
inmunidad se ilustra por la corta supervivencia de pacientes con abundantes FoxP3+ intratumorales. 
Los pacientes con ricos infiltrados CD8+ deficientes en FoxP3+ poseen mejor supervivencia y 
comportamiento con la terapia oncológica.
237 
Aunque CD25 está fuertemente expresado de manera constitutiva en los Tregs, la posibilidad de 
identificación de CD4+CD25+ ha sido descartada por algunos autores puesto que las células T 
recientemente activadas también expresan CD25. No obstante, gran cantidad de estudios han 
empleado estos parámetros para la identificación de Tregs.
274 
La designación de Treg se otorga idealmente a la fracción de células T CD4+ que poseen actividad 
supresora sobre la activación y proliferación de otros linfocitos, aunque la actividad supresora en sí 
misma no pueda ser directamente medida en cada Treg por métodos convencionales. De este modo, 
para efectos prácticos, FoxP3 ha sido extensamente empleado en numerosos estudios para 
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identificar Tregs, ya que los Tregs expresan mayor cantidad de este factor de transcripción que otras 
células T. 
Basada en la expresión de FoxP3, se ha documentado un aumento de Tregs en varios tipos de 
cáncer, incluyendo el melanoma cutáneo avanzado.
275
 No obstante, gran cantidad de estudios 
recientes sugieren que FoxP3 está también expresado en células T activadas y no reguladoras de 
humanos y que FoxP3 puede no sólo ser un marcador absoluto de Tregs inmunosupresores, lo que 
cuestiona la interpretación de estudios previos.
276,277,278 
Una posible solución a este problema es analizar las subpoblaciones de FoxP3. Miyara et al han 
propuesto recientemente una clasificación para las células T FoxP3+, atendiendo a 3 grupos, 
funcional y fenotípicamente distintos, basados en la expresión de FoxP3, CD45RO y CD45RA.
279 
Otro factor destacable en la disparidad de resultados de los diferentes estudios efectuados es la  gran 
variabilidad observada con el uso de los diferentes clones de anticuerpo FOXP3 empleado, 
habiéndose mostrado como más fiable el clon 236A/E7. 
275 
Por ello, nuestro estudio fue efectuado empleando este clon 236A/E7 (ab20034), Los resultados 
obtenidos, no mostraron valores estadísticamente significativos para la evaluación de la expresión 
de FOXP3 en linfocitos, ni en relación con el pronóstico ni con la progresión tumoral, y ello tanto 
en el estudio univariante como en el multivariante. 
Los resultados obtenidos en nuestro estudio, junto a los observados en estudios anteriores, podrían 
deberse a la inespecificidad de los marcadores inmunohistoquímicos CD25 y FOXP3, observados 
tanto en linfocitos activados como en linfocitos reguladores, y  no sólo presentes en linfocitos 
reguladores, como puede observarse en el estudio de Miyara et al.
 279
 Por lo tanto, no podemos 
asegurar que las células que expresan las tinciones inmunohistoquímicas CD25 y/o FOXP3 sean 
células activadas, células inhibidoras o una mezcla de ambas poblaciones. 
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3.2.4- CITOCINAS 
 
Se ha sugerido que la expresión de quimiocinas y receptores de quimiocinas por las células del 
melanoma puede estar involucrada en la capacidad del tumor para evadir la respuesta inmune.
288
 
También están involucradas en la transformación celular neoplásica, el crecimiento, invasión y 
metástasis a distancia y en la respuesta antitumoral del huésped.
288,292
  
Se ha propuesto que la migración de células tumorales a órganos específicos puede estar 
determinada por los receptores celulares de quimiocinas y por las quimiocinas expresadas en los 
órganos diana.
288,292,293,294,295
 La comprensión de los mecanismos moleculares que permiten la 
progresión tumoral en el melanoma es un paso esencial que puede permitir, en última instancia, no 
sólo predecir, sino intervenir de forma terapéutica para evitar dicho proceso.
296 
Debido a que las células cancerosas son, en sí mismas, células que han eludido los mecanismos 
normales de regulación homeostática, así como las características específicas del tejido, es conocido 
que la infiltración de gran cantidad de células efectoras dentro del tumor es difícil.
297,298,299,300
 Los 
intentos para conseguir alcanzar una activación de células inmunes sugieren obstáculos presentes en 
el sitio del tumor, y que esta activación puede ser iniciada proveyendo de citocinas pro-
inflamatorias en el microambiente tumoral. Existen algunas evidencias que indican que la presencia 
de linfocitos infiltrando el tumor representan un signo favorable.
112
 Y para ello debe existir una gran 
cantidad de TIL, como células T y NK. Las quimiocinas muestran actividad quimiotáctica para 
varios tipos de células immunes. Pero algunos tipos de tumores muestran unos niveles de expresión 
de quimiocinas menores que los de las células normales. Por todo ello, las quimiocinas actúan como 
importantes adyuvantes en el reclutamiento de tipos de leucocitos en el sitio del tumor, potenciando 
la efectividad de la inmunidad antitumoral.
303
  Las células metastásicas migran a sitios específicos 
atraídas por quimiocinas, lo que explica que ciertos cánceres produzcan metástasis en ciertos 
órganos predilectos.
304 
En los últimos años se ha observado que la quimiocina asociada a la piel, CCL27, se expresa en 
queratinocitos epidérmicos e interviene en el reclutamiento de las células T memoria.
311,312,313,314
 Se 
ha propuesto la participación en los procesos de diseminación metastásica  del receptor CCR10, 
cuyo ligando, CCL27, se expresa predominantemente en las células basales de la epidermis.
288 
Pero, aunque juegan un papel importante, la relevancia de las quimiocinas en la inmunidad 
antitumoral es limitada. Se demuestra que los tumores cutáneos humanos evaden la respuesta 
antitumoral inmune mediada por células T regulando a la baja la expresión de la quimiocina 
CCL27, a través de la activación de EGFR y Ras.
316
 Así, se ha descrito la pérdida de expresión de 
CCL27 durante la carcinogénesis cutánea.
316 
El análisis inmunohistoquímico de pieles sanas y 
muestras obtenidas de queratosis actínicas mostró que CCL27 está abundantemente expresada en la 
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piel normal, pero disminuye marcadamente en pieles con queratosis actínica y se produce una 
pérdida progresiva de CCL27 durante el proceso de carcinogénesis cutánea.
316 
Por el contrario, se ha demostrado recientemente que la sobreexpresión de CCL27 en células de 
melanoma, reduce el crecimiento del tumor, debido al reclutamiento y la acumulación de células T 
o NK, que da lugar a un incremento de la respuesta inmune.
318 
En los nevos melanocíticos, la expresión de CCL27 está ausente o es débil. La capacidad para 
internalizar la quimiocina CCL27 puede ser una característica de la célula melanocítica maligna, ya 
que se ha observado dicha expresión en melanomas y no en lesiones melanocíticas benignas. 
Algunos estudios han mostrado que los casos con positividad para CCL27 tienden a tener menor 
densidad de células CD3+ CD8+ comparados con los casos que no expresan CCL27, sugiriendo que 
CCL27 puede hacer a las células del melanoma menos susceptibles a la respuesta antitumoral del 
huésped, lo que implica que, contrariamente a lo observado en otros estudios, la coexpresión de 
CCR10 y CCL27 por células neoplásicas pueda ir ligada a un peor pronóstico en pacientes con 
melanoma.
312,320 
La quimiocina CCL27 puede ser expresada a nivel cutáneo tanto por las células de melanoma como 
por células epidérmicas y linfocitos. En nuestro estudio procedimos a examinar las tres variables, 
tanto de manera independiente como asociada. Efectuando la observación microscópica de los 
casos, pudimos observar que el marcaje de las células epidérmicas era variable, diferenciándose tres 
áreas en la epidermis: el área epidérmica ubicada sobre el tumor, el área epidérmica peritumoral y el 
área de epidermis más alejada del tumor. Dichas áreas mostraban en algunos casos una clara 
diferenciación en cuanto a porcentaje de células marcadas, así como la intensidad de la tinción, lo 
que nos planteó cuantificar y tipificar dichas variables.  
El estudio estadístico detectó una alta correlación entre la expresión de CCL27 en la epidermis 
supratumoral, con una mayor supervivencia a la enfermedad así como con la ausencia de progresión 
del melanoma. Dichos datos fueron muy evidentes tanto en el estudio univariante como en el 
multivariante, obteniendo, en nuestro estudio, resultados con mayor significatividad estadística que 
los parámetros pronósticos más empleados actualmente, y universalmente aceptados, como son el 
espesor tumoral medido en milímetros (Breslow) y la presencia de ulceración. 
No obstante, se observó cierta discordancia en un pequeño grupo de casos respecto al patrón de 
CCL27 en el epitelio supratumoral y la evolución clínica de los mismos. Dichos casos pertenecían 
al grupo histológico de melanomas tipo/sobre léntigo maligno. Este hallazgo podría justificarse por 
la propia naturaleza de estas lesiones. Este subtipo de melanoma se caracteriza por desarrollarse 
sobre áreas corporales sometidas a periodos prolongados de exposición a las radiaciones solares. 
Las radiaciones solares producen un daño crónico en la piel, produciéndose, como consecuencia del 
mismo, la desaparición de la expresión de CCL27 en dicha área cutánea,
316
 lo que explicaría la 
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menor expresión de CCL27 supratumoral en este tipo concreto de lesión. Así pues, es posible que 
no se trate de una reducción de dicha citocina  relacionada con el tumor, sino que sería la propia 
radiación solar prolongada en el tiempo la que conduciría a la drástica reducción o desaparición de 
la expresión de CCL27 en la epidermis supratumoral. 
Cuando realizamos el estudio estadístico sobre la expresión supratumoral de CCL27 en relación a la 
evolución clínica, excluyendo los casos pertenecientes al tipo histológico de melanoma tipo/sobre 
lentigo maligno, la significatividad estadística se vio aumentada, con unos valores de 
representatividad muy superiores a los mostrados por las variables pronósticas clásicas, y 
presentando unos resultados muy evidentes en las curvas de supervivencia. 
Dado que el estudio inmunohistoquímico de CCL27 y la tipificación de los linfocitos B y T son 
fácilmente reproducibles en cualquier laboratorio estándar de histopatología o dermatopatología, 
consideramos importante la confirmación por otros autores de nuestros hallazgos, ya que estas 
determinaciones podrían aportar una importante información pronóstica en los melanomas 
primarios, con las consiguientes repercusiones en el manejo de los pacientes e incluso para el 
posible desarrollo de futuras dianas terapéuticas para el melanoma cutáneo. 
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4- CONCLUSIONES FINALES 
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CONCLUSIONES: 
 
 De los resultados obtenidos en este estudio se extraen las siguientes conclusiones: 
 
1. Del estudio inmunohistoquímico para tipificar los linfocitos T y estudiar su grado de 
activación se deduce que, en nuestro estudio, el infiltrado linfocitario T no influye en 
la mortalidad por melanoma. 
 
2. Un mayor número de linfocitos CD25+ se asocia a una menor recidiva local por 
melanoma. 
 
3. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 sobre linfocitos CD3 se asocia a mayor 
progresión de melanoma, así como a un menor intervalo de tiempo libre de 
enfermedad. 
 
4. Un mayor porcentaje de linfocitos CD20 sobre linfocitos CD3 se asocia a menor 
tiempo de supervivencia por melanoma. 
 
5. Una mayor expresión de CCL27 en la epidermis supratumoral se asocia a una menor 
progresión del melanoma, así como a un mayor intervalo de tiempo libre de 
enfermedad. 
 
6. Una mayor expresión de CCL27 en la epidermis supratumoral se asocia a menor 
mortalidad, así como a mayor tiempo de supervivencia para melanoma. 
 
7. La expresión de CCL27 en el epitelio supratumoral se muestra como un valor 
pronóstico muy importante, superando a Breslow y presencia de ulceración, en el 
estudio realizado. 
 
8. El valor pronóstico de CCL27 en epitelio supratumoral se incrementa al eliminar del 
estudio el melanoma tipo/sobre léntigo maligno, lo que podría explicarse por la 
inactivación de CCL27 en este subtipo debida a la lesión solar crónica. 
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